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Rintasyöpä on naisten yleisin syöpä Suomessa, sen esiintyvyys on myös kasvussa. Rintasyövän en-
nuste on jatkuvasti parantunut varhaisen diagnostiikan ja kehittyneempien hoitomenetelmien myötä.
Korkea elintaso tuo mukanaan monia rintasyövän riskitekijöitä. Suurin riskitekijä on kuitenkin suvussa
esiintyvä rintasyöpä. Esimerkiksi geenivirheet BRCA1 ja BRCA2 lisäävät merkittävästi yksilötasolla
syövän riskiä. Nämä geenimuutokset selittävät populaatiotasolla kuitenkin vain pienen osan rin-
tasyöpätapauksista. Rintasyövän genetiikan tutkimus on keskittynyt ns. pienen penetranssin geeni-
muutoksien tunnistukseen, jotka nostavat syöpäriskiä yksilötasolla vähemmän mutta ovat suuren pe-
netranssin geenimuutoksia yleisempiä ja näin voivat populaatiotasolla olla suurempia riskitekijöitä kuin
suuren penetranssin geenimuutokset. Esimerkiksi TMPRSS6-geenissä sijaitseva heterotsygootti po-
lymorfismi on tunnistettu itäsuomalaisessa väestössä rintasyövän riskitekijäksi.
Läpimurto ihmisen genomin selvityksessä sekä huima tietotekniikan kehitys on mahdollistanut saira-
uksien genetiikan huomattavasti aiempaa laajamittaisemman tutkimuksen. Tutkimusasetelmana on
yleensä edelleen tapaus-verrokkipohjainen assosiaatiotestaus. Tutkimuskentän jatkuvan kehityksen
seurauksena sekä ongelmien ja haasteiden selvittämiseksi tutkimusryhmät sekä yksityishenkilöt ovat
kehittäneet genetiikan tutkimukseen suunnattuja tietokoneohjelmistoja. Suuri osa näistä ohjelmistoista
ei ole kaupalliseen käyttöön kehitetty, näin ollen niiden toimintaperiaatteet, käyttötarkoitukset ja käytet-
tävyys vaihtelevat laidasta laitaan.
Aineistona toimii Kuopion rintasyöpäprojektin tapaus-verrokkitietokanta, joka on koottu Kuopion yli-
opistolliseen sairaalaan rintaoireen vuoksi tutkimukseen tulleista naisista huhtikuun 1990 ja joulukuun
1995 välisenä aikana. Tutkimusväestöltä on selvitetty genotyypit kymmenestä lokuksesta kromosomi-
alueelta 22q12-q13 541:n kb:n alueelta. Tämä alue sisältää myös TMPRSS6-geenin. Käyttäen neljää
eri geneettisen tutkimuksen tilastotieteelliseen analyysiin tarkoitettua ohjelmistoa sekä SPSS-
ohjelmistoa tavoitteena oli selvittää, kuinka suuria eroja samasta aineistosta saadaan tilastollisen mer-
kitsevyyden osalta käyttäen erilaisia biostatistiikan testejä, sekä tutkia, kuinka suuriksi erot kasvavat
samoilla testauksilla eri ohjelmistojen välillä. Tavoitteena oli myös kartoittaa edelleen sporadisen rin-
tasyövän matalan penetranssin geenimuutoksia kromosomialueelta 22q12-q13. Työ sisälsi myös eri-
laisten tilastotieteellisten ohjelmistojen käytön opettelun. Näiden ohjelmistojen käytöstä laadittiin myös
ohje.
Uusia todellisia assosiaatioita ei havaittu. Kuitenkin ohjelmistojen tulosten epätasaisuus, virheelliset
assosiaatiot sekä todellisen assosiaation havaitsematta jättäminen yllättivät. Tutkielman perusteella
voidaan todeta, että geneettistä assosiaatiotutkimusta tehtäessä on erittäin tärkeää perehtyä kunnolla
eri ohjelmistojen toimintaperiaatteisiin ja käyttöaiheisiin ennen testausten suorittamista. On pohdittava,
sopivatko tietyn ohjelmiston toiminnot omaan tutkimukseen, ovatko sen tarjoamat testausmallit riittävät
ja onko ohjelmistossa erityisominaisuuksia, jotka voisivat vaarantaa tutkimuksen eheyden
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61. Rintasyöpä
1.1 Esiintyvyys ja ympäristöstä riippuvat riskitekijät
Rintasyöpä on naisten yleisin syöpä Suomessa, sen esiintyvyys on myös kasvussa (ks. Kuva 1).
Vuonna 2006 Suomessa todettiin 4079 uutta rintasyöpätapausta, vuonna 2008 todettiin 4 321 tapaus-
ta ja vuonna 2009 uusia tapauksia todettiin 4462. (Suomen syöpärekisteri, 2010) Miehellä rintasyöpä
on harvinainen; keskimäärin 18 uutta tapausta Suomessa vuosina 2002–2006. Naisilla rintasyövän
ikävakioitu ilmaantuvuus on 86,6 naista 100 000 naista kohden. (Suomen Syöpärekisteri, 2010, Puk-
kala ym., 2006) Maailmanlaajuisesti rintasyöpään kuolee yli 500 000 naista vuosittain. Tämä käsittää
7 % kaikista maailman syöpäkuolemista. (WHO, 2006)
Vuonna 2008 rintasyöpään kuoli Suomessa 824 naista, kuolleisuus oli tällöin 13,5 naista 100 000
naista kohden. Rintasyövän ennuste on siis hyvä (ks. Kuva 1). Vuosien 2003–2005 syöpärekisteriai-
neistossa suhteellinen viisivuotiselossaololuku oli 89 %. (Suomen Syöpärekisteri, 2010)
Kuva 1.
A: Uusien Syöpätapausten todettu (1954–2004) ja ennustettu (2015) tapausmäärä naisilla. B: Ikävaki-
oitu kuolleisuus naisilla 1953–2004 sekä ennustettu kuolleisuus 2015. (Kuva: Suomen Syöpärekisteri)
7Rintasyöpä on korkean elintason maiden sairaus ja sen ilmaantuvuus on lisääntynyt yli 80 % 1970-
luvulta lähtien. Korkea elintaso tuo mukanaan monia rintasyövän riskitekijöitä: varhainen kuukautisten
alkamisikä parantuneen ravitsemuksen ansiosta, viivästynyt ensisynnytys, vähäinen määrä lapsia,
lisääntyvä ylipaino, lisääntynyt alkoholin käyttö, runsasrasvainen ruokavalio ja hormonikorvaushoidot
ovat riskitekijöitä. Rintasyövän suurin riskitekijä on korkea ikä. (Laurance, 2006) Myös säteily- ja esim.
dikloori-difenyyli-trikloorietaani (DDT) -altistus varsinkin ennen puberteettiä voivat lisätä sporadisen
rintasyövän riskiä. (Clapp ym., 2007)
1.2 Rintasyövän luokittelu
Rinta koostuu 15–20 rauhasliuskasta, lobuluksesta sekä niitä yhdistävistä rintatiehyistä, duktuksista.
Rintasyövän päätyypit ovat duktaalinen eli rintatiehyistä peräisin oleva rintasyöpä sekä lobulaarinen eli
rauhasliuskan soluista lähtevä rintasyöpä.
Duktaalinen karsinooma alkaa maitotiehyitä reunustavasta epiteelisolukosta. Ensimmäinen muoto on
carcinoma ductale in situ. Tämä muoto taudista ei voi vielä metastasoida, koska se ei ole läpäissyt
tiehyen tyvikalvoa. Invasiivinen karsinooma kasvaa maitotiehyiden ulkopuolelle, tällöin metastasointi
on mahdollista. Kaikista rintasyövistä noin 70 % on duktaalisia karsinoomia. Lobulaarinen karsinooma
saa alkunsa duktusten päistä olevista asinuksista. Carcinoma lobulare in situ todetaan yleensä sattu-
malöydöksenä. Sitä ei pidetä varsinaisesti syövän esiasteena, vaan enemmänkin merkkinä vaarasta
saada rintasyöpä. Infiltroiva lobulaarinen karsinooma on toisiksi yleisin rintasyövän tyyppi (10–20 %).
Lobulaariseen karsinoomaan liittyy keskimääräistä suurempi  bilateraalisen rintasyövän riski.
Erikoistyyppisiksi rintasyöviksi kutsutaan karsinoomia, jotka eivät ole lobulaarisia tai duktaalisia rin-
tasyöpiä. Näitä on Papillaarinen karsinooma, joka kasvattaa tiehyiden sisään papillaarisia rakenteita.
Medullaarinen karsinooma esiintyy laajoina huonosti erilaistuneina solusaarekkeina, tämä rintasyöpä
liittyy keskimääräistä useammin BRCA-geenimutaatioon. Musinoosissa karsinoomassa esiintyy paljon
limaa solujen ulkopuolella. (Joensuu ym., 2006)
1.3 Rintasyövän hoito
Paikallisen rintasyövän ensisijaishoito on leikkaus. Leikkauksen tavoitteena on poistaa kasvain sekä
paikalliset imusolukemetastaasit. Samalla selviää ennusteeseen voimakkaasti vaikuttava kasvaimen
koko sekä imusolmukemetastaasien lukumäärä. Kirurgisen hoidon tavoite on hyvä hoito- ja kosmeetti-
nen tulos. Mastektomia eli rinnanpoisto tulee kysymykseen, jos säästävä leikkaus ei ole mahdollinen
8tai jos potilas toivoo koko rinnan poistoa. Myös toinen, terve rinta voidaan poistaa ennaltaehkäisevänä
toimenpiteenä, jos potilaalla on esim. rintasyövälle altistava geenivirhe. Mastektomian jälkeen rintare-
konstruktio on mahdollinen. Sädehoito leikkauksen jälkihoitona tuhoaa leikkausalueelle tai paikallisiin
imusolmukkeisiin mahdollisesti jääneet syöpäsolut. Solunsalpaajat lisäävät rintasyöpäpotilaan keski-
määräistä elinikää noin 8–12 kuukautta. Niiden aiheuttamat haittavaikutukset kuitenkin tulee ottaa
huomioon hoitoa suunniteltaessa. Hormonaalinen hoito on hidasvaikutteinen, mutta yleensä tehokas
rintasyövissä, jotka on todettu hormonireseptoripositiivisiksi.
Vasta-ainehoito tulee kyseeseen, kun rintasyövässä on osoitettu HER-2-geenin monistuma in situ-
hybridisaatiolla. Perinteinen menetelmä tässä on ollut fluoresoivalla merkkiaineella leimattu koetin, jota
tarkistellaan suoraan fluresenssimikroskoopin avulla (FISH-menetelmä). Toinen menetelmä on kro-
mogeeninen in situ hybridisaatio (CISH), jolloin koetin leimataan esim. biotiinilla ja leimattu koetin on
tunnistettavissa immunohistokemiallisesti. CISH-menetelmän etuna on kudoksen morfologian hel-
pompi tarkastelu, koska menetelmässä käytetään valomikroskooppia FISH-menetelmän fluresenssi-
mikroskoopin sijaan. Vuonna 2010 julkaistussa tutkimuksessa näiden menetelmien (FISH / dual-CISH)
kyky tunnistaa HER-2 -positiiviset rintasyövät todettiin miltei identtisiksi. (Kato ym., 2010) Trastutsu-
mabi yhdistettynä solusalpaajahoitoon parantaa potilaiden elinaikaa ja on ensisijaishoito rintasyövissä,
joissa HER-2-geeni on monistunut.
Lisäksi kaikille potilaille voidaan antaa liitännäislääkehoitona solunsalpaajia, hormonaalisia hoitoja tai
näiden yhdistelmää. Liitännäislääkehoidon tarkoitus on subkliinisten metastaasien tuhoaminen. Liitän-
näislääkehoidon arvellaan olevan merkittävin rintasyövän ennustetta parantanut yksittäinen tekijä vii-
me vuosikymmeninä. (Joensuu ym., 2006)
1.4 Rintasyövän ennusteeseen vaikuttavat tekijät
Rintasyövän tärkein ennusteeseen vaikuttava tekijä on metastaattisten imusolmukkeiden määrä
yleensä kainalossa. (Joensuu ym., 2006) Syöpien leviämisastetta kuvaava (stage) yleisesti käytetty
TNM-luokitus on myös rintasyövän ennusteen määrityksessä käyttökelpoinen. Tumor size on primääri-
tuumorin kokoa kuvaava numeroarvo nollasta neljään, jossa T1 = tuumorin koko korkeintaan 2 cm ja
T4 = tuumori yli 5 cm halkaisijaltaan ja se on kiinnittynyt ihoon ja/tai rintalihaksiin. Lymph Node kuvaa
syövän levinneisyyttä imusolmukkeisiin: N0 = ei imusolmukemetastaaseja, N1 = syöpä levinnyt kaina-
lon imusolmukkeisiin, N2 = syöpä levinnyt kainalon imusolmukkeisiin, jotka ovat tarttuneet toisiinsa ja
muihin rakenteisiin, N3 =syöpä on levinnyt soliskuopan ylä- tai alapuolisiin sekä rintalastan alapuolisiin
imusolmukkeisiin. Metastases eli etäpesäkeluokitus kuvaa, onko syöpä levinnyt muihin elimiin. Luoki-
9tukset ovat M0, jolloin syöpä ei ole metastasoinut perifeerisiin elimiin, sekä M1, jolloin syöpä on me-
tastasoinut. (Joensuu ym., 2006)
Histologisella graduksella määritetään syövän erilaistumisastetta. Usein rintasyövän gradeerauksessa
käytetään Bloom-Richardsonin Gradusta, jossa histologisen näytteen perusteella annetaan 1–3 pistet-
tä kolmesta histologisesta ominaisuudesta: Tuumorin tubulusmuodostus; runsaasta tubulusmuodos-
tuksesta 1 piste, vähäisestä 3. Mitoosien lukumäärä; korkeasta mitoottisesta aktiivisuudesta 3 pistettä,
matalasta 1 piste. Kolmas arvosteluperiaate on tumien pleomorfismi, jossa tumien kokoa ja säännölli-
syyttä arvostellaan. Pienistä ja säännöllisistä tumista 1 piste, suurista, epäsäännöllisistä 3 pistettä.
Pisteet lasketaan yhteen ja niiden perusteella määritellään gradus. 3–5 pistettä = hyvin erilaistunut
kasvain; 5–7 = kohtalaisesti erilaistunut kasvain ja 8–9 = huonosti erilaistunut kasvain (Tambasco ym.,
2008). Kansainvälisen syöpäinstituution tutkimuksen mukaan rintasyövän histologisen graduksen sekä
levinneisyysasteen (stage) vaikutus viisivuotiselossaololukuun on huomattava: Gradus I rintasyövän
viisivuotiselossaololuku oli 0,93, gradus II 0,82, gradus III 0,65 ja gradus IV 0,64. Kuitenkin levinnei-
syysluokituksen vaikutus ennusteeseen on paljon merkittävämpi: stage I rintasyövän viisivuotiselossa-
ololuku oli 0,96, stage II 0,82, stage III 0,53 ja stage IV 0,18. (Henson ym., 1991)
Vuonna 2009 julkaistussa tutkimuksessa todettiin rintasyöpäpotilaiden kroonisesti koholla olevien
CRP- ja SAA-arvojen olevan yhteydessä huonomman ennusteen tautiin. CRP ja SAA ovat lähinnä
maksan syntetisoimia akuutin faasin proteiineja, joiden pitoisuus kohoaa epäspesifisti tulehdusreaktion
aikana sytokiinien (mm. interleukiinit -1 ja -6 sekä TNF) vaikutuksesta. (Fred Hutchinson Cancer Re-
search Center) Rintasyöpäkasvainsolukossa mahdollisesti esiintyvät estrogeeni- sekä erityisesti pro-
gestiinireseptorit (ER, PgR) ovat ennustetta parantavia tekijöitä käytetystä hoidosta riippumatta. (Bun-
dred 2001) HER 2-reseptoripositiivisisissa rintasyövissä ennuste on huonompi. Suuri HER2-
reseptoripositiivisuus korreloi myös 1993 tehdyssä tutkimuksessa syövän korkeamman stagen sekä
kainaloimusolmukemetastasoinnin kanssa. Suuri HER2-reseptoripositiivisuus ennustaa myös kasvai-
men vähäistä ER- sekä PgR-aktiivisuutta. (Seshadri ym. 1993)
1.5 Rintasyöpä ja perinnöllisyys
Rintasyövän suurin riskitekijä on suvussa esiintyvä rintasyöpä. Jos kahdella lähisukulaisella on rin-
tasyöpä, on yksilön riski sairastua rintasyöpään yli 25 % ennen 70 ikävuotta. Lähisukulaisilla esiintyvät
bilateraaliset tai nuorella iällä ilmaantuvat rintasyövät kasvattavat tätä riskiä entisestään. Rintasyövän
etiologian voidaan katsoa jakautuvan seuraavasti: Periytyvä alttius rintasyöpään, jolloin tauti esiintyy
suvuittain. Tällöin rintasyöpätapauksia suvussa tai perheessä on useita, ja taustalta löytyy jokin tietty
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geenimutaatio. Yleisimmät tällaiset geenimutaatiot (BRCA1, BRCA2) periytyvät autosomissa dominan-
tisti. Sporadinen eli ei-periytyvä rintasyöpä ei esiinny suvuittain, eikä sairautta voida selittää yhdellä
ainoalla tekijällä. (Rubin ym., 2007)
1.5.1 Perinnöllinen alttius rintasyöpään ja korkean penetranssin geenimuutokset
On arvioitu, että noin 5 % rintasyövistä selittyy täysin perinnöllisellä alttiudella. Perinnölliseen rintasyö-
vän alttiuteen liittyy aina jokin tietty, vahvasti sairauteen assosioitunut geenimuutos. Näitä kutsutaan
korkean penetranssin geenimuutoksiksi. Kromosomialueella 17q21 sijaitsee tuumorisupressorigeeni
BRCA1. Sen tuottama proteiini BRCA1 on E3 ubiquitiini ligaasi, joka vaikuttaa mm. DNA- korjaukseen,
transkription säätelyyn sekä sukupuolikromosomin inaktivaatioon meioosin aikana. BRCA2-geeni si-
jaitsee kromosomialueella 13q12.3. BRCA2-geenin tuottama proteiini toimii samankaltaisesti kuin
BRCA1-proteiini, ja näiden toiminta on jossain määrin toisiinsa liittyvää. Myös BRCA2-proteiini korjaa
DNA:ta, sen oletetaan myös osallistuvan homologiseen rekombinaatioon. Erityisesti BRCA2 toimii
yhteistyössä monien muiden proteiinien kanssa. Merkittävä tällainen proteiini on DNA-vaurioita korjaa-
va RAD51, jonka toimintaa ja aktiivisuutta BRCA2 sekä myös BRCA1 säätelevät (Boulton, 2006). Nai-
silla, joilla on BRCA-1 geenin pistemutaatio tai deleetio jo itulinjan soluissa, on elämänsä aikana 60–
85 %:n riski sairastua rintasyöpään. Näistä syöpätapauksista yli puolet todetaan alle 50 vuoden iässä.
30 %:lla naisista, joilla rintasyöpä on todettu alle 45-vuotiaana, on havaittu mutaatio BRCA1-geenissä.
Nykyään arvioidaan, että 3 % kaikista rintasyöpätapauksista johtuu BRCA1-mutaatiosta. BRCA1-
mutaatio kasvattaa myös munasarjasyövän riskiä.  Naisilla, joilla BRCA2-geeni on mutatoitunut, on
elämänsä aikana 30–40 %:n riski sairastua rintasyöpään. Myös BRCA2-mutaatio kasvattaa munasar-
jasyövän riskiä (Rubin ym., 2007). Muita perinnölliseen rintasyöpään liittyviä geenimuutoksia on tuu-
morisupressorigeeni CHEK2 (cell cycle checkpoint kinase 2), tämä geenimuutos voi assosioitua sekä
perinnölliseen että sporadiseen rintasyöpään. Usein rintasyövässä tuumorisuppressorigeeni p53 on
mutatoitunut. Tämän geenin itulinjan solujen mutaatioon liittyy Li-Fraumenin syndrooma, joka altistaa
rintasyövän lisäksi useille muille maligniteeteille (Royds ym., 2006). PALB2 (Partner and localizer of
BRCA2) -geenin tuottama samanniminen proteiini toimii yhdessä BRCA2-proteiinin kanssa. Tämä
interaktio mahdollistaa eräät BRCA2:n DNA-korjaus- sekä tuumorisuppressoritoiminnot. Tässä gee-
nissä havaittu raaminsiirto (framshift) mutaatio c.1592delT on tunnistettu perinnöllisen rintasyövän
riskitekijäksi suomalaisessa tutkimusväestössä. Tällä mutaatiolla on mahdollisesti myös assosiaatioita
perinnölliseen eturauhassyöpään (Erkko ym., 2007).
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1.5.2 Sporadinen rintasyöpä ja matalan penetranssin geenimuutokset
Vaikka sporadisen rintasyövän ympäristö- sekä elintapariippuvaisia riskitekijöitä tunnetaan jo varsin
hyvin, nämä eivät yksin selitä kaikkia sporadisia rintasyöpätapauksia. Geenimuutoksia, jotka nostavat
rintasyövän riskiä yksilötasolla vain vähän, kutsutaan matalan penetranssin geenimuutoksiksi. Tällai-
sia matalan penetranssin geenimuutoksia on löydetty useita. Vaikka nämä geenimuutokset eivät yksi-
lötasolla nosta rintasyövän riskiä yhtä merkitsevästi kuin BRCA1 ja BRCA2, ovat ne huomattavasti
yleisempiä ja voivat populaatiotasolla nostaa rintasyövän riskiä korkean penetranssin geenimuutoksia
enemmän. Yksilötasolla useampi matalan penetranssin geenimuutos yhdistettynä elämäntapa- ja ym-
päristötekijöihin voi nostaa rintasyövän riskin samalle tasolle korkean penetranssin geenimuutoksien
kanssa (Bradbury ym., 2007).
Esimerkki tällaisesta matalan penetranssin mutaatiosta on kromosomialueella 22q12-q13 sijaitseva
TMPRSS6-geeni, joka koodaa tyypin II solukalvon seriiniproteaasia, matriptaasi-2:ta. Tämä solukalvo-
proteiini pystyy heikentämään soluvälitilan rakennekomponentteja sekä fysiologisissa että patologisis-
sa tapahtumissa. Itäsuomalaisessa väestössä tässä geenissä sijaitsevan polymorfismin (SNP)
rs733655 heterotsygootti genotyyppi TC todettiin rintasyövän riskitekijäksi. (Hartikainen ym., 2006)
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2. Rintasyövän genetiikan tutkimus
2.1 Geneettisen tutkimuksen haasteet ja mahdollisuudet
Yhden geenin sairauksien genetiikkaa on opittu ymmärtämään, ja näiden sairauksien havaitseminen
on helpottunut huomattavasti viime vuosikymmeninä. Näiden sairauksien genetiikan selvittämiseen
suvuittain suoritettavat tutkimukset (linkage studies) ovat olleet erittäin toimivia ja tehokkaita. Tämän
merkittävän tieteellisen edistysaskeleen on mahdollistanut tietotekniikan kehittyminen ja ihmisen ge-
nomin laajamuotoinen tutkiminen. Myös yleisesti noussut terveydenhuollon taso on edesauttanut tätä
kehitystä. Kuitenkin populaatiotasolla nämä yhden geenin sairaudet ovat harvinaisia, joten kansanter-
veydelle näistä tieteellisistä läpimurroista ei ole ollut merkittävää etua. Yleisempää on, että yksilön
fenotyyppi on usean geneettisen sekä ympäristötekijän summa. (Risch, 2000)
Rintasyövän tunnetut korkean penetranssin geenimuutokset (BRCA1, BRCA2 ym.) selittävät vain noin
20–25 % perinnöllisestä rintasyövästä. 75–85 % perinnöllisten rintasyöpätapausten genetiikasta on
siis vielä ainakin osin selvittämättä. On epätodennäköistä, että populaatiotasolla yleisiä yksittäisiä suu-
ren (vrt. BRCA1 ja BRCA2) penetranssin rintasyöpägeenejä on vielä löytämättä. Aiemman hypoteesin
mukaan loput rintasyövälle altistavat geenimutaatiot olisivat mitä ilmeisimmin populaatiotasolla suh-
teellisen yleisten matalan penetranssin geenimuutokset, jotka yhdessä ympäristö- ja elintapatekijöiden
kanssa nostaisivat alttiutta rintasyövälle (Easton, 1999).
Hieman toisenlaisen näkökulman syöpäsairauksien genetiikan tutkimukseen tuo uudempi harvinaisten
varianttien hypoteesi. Tämän hypoteesin mukaan huomattava osa monien sairauksien, myös rintasyö-
vän, perinnöllisestä alttiudesta selittyy populaatiotasolla erittäin harvinaisten geneettisten varianttien
kautta. Jotkin näistä variaatioyhdistelmistä voivat nostaa yksilötasolla sairastumisriskiä huomattavasti.
Yleinen ajattelumalli on, että tällaiset variaatioyhdistelmät olisivat populaatiospesifisiä. Harvinaisten
varianttien tunnistuksella voitaisiin paremmin arvioida yksilön sairastumisriskiä. Näiden harvinaisten
korkean penetranssin varianttejen tunnistus olisi siis kliinisessä käytössä selkeästi matalan penetrans-
sin geenimuutosten tunnistamista parempi väline. (Bodmer ym., 2010)
2.2 Assosiaatiotutkimus apuvälineenä uusien riskigeenien löytämisessä
Käytetyin tapa monitekijäisen sairauden geneettisen taustan selvittämiseen on tapaus-
verrokkipohjainen assosiaatiotutkimus. Tässä tutkimusmallissa geneettisen variaation yleisyyttä verra-
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taan sairaiden yksilöiden (tapausten) ja terveiden yksilöiden (verrokkien) välillä. Mikäli tutkitun geno-
tyyppien jakautumisen vaihtelu on tilastollisesti merkitsevää tapaus- ja verrokkiryhmien välillä, on as-
sosiaatiota havaittu. (Risch, 2000)
2.2.1 Kytkentäepätasapaino ja haplotyypit
Yksi SNP (Single Nucleotide Polymorphism, yhden emäksen polymorfismi, joka esiintyy vähintään 1
%:lla väestöstä) genomissa voi itsestään toimia sairauden riskitekijänä, jos muutos on esim. DNA-
korjausproteiinia koodaavassa geenissä. Koska todennäköisyys tällaisen toiminnallisen polymorfismin
tunnistamiseen kandidaattigeeniä valitessa on pieni, voivat geneettisinä muuttujina toimia muut SNP:t,
jotka ovat kytkentäepätasapainossa sen lokuksen kanssa, jonka tietty polymorfismi on riskitekijä. Kyt-
kentäepätasapaino on ei-sattumanvaraista assosiaatiota eri lokusten alleelien välillä. Kytkentäepä-
tasapainossa olevat alleelit esiintyvät siis odotettua useammin yhdessä (esim. tautialleeli ja markke-
rialleeli).
Oletetaan, että DNA-korjausproteiinin geeni on mutatoitunut, jolloin se on muuttunut syövälle altista-
vaksi geeniksi sukupolvessa 1, tällöin mutaatiota fyysisesti lähellä olevat geneettiset alueet periytyvät
todennäköisesti seuraaville sukupolville mutaation mukana. Näin ollen alkuperäistä mutaatiota lähellä
oleva geneettinen lokus X, joka on mutaation kanssa kytkentäepätasapainossa, periytyy usein tämän
sairaudelle altistavan mutaation kanssa. Tästä seuraa, että mikäli assosiaatiotutkimuksessa geneetti-
senä markkerina toimii lokus X, olisi se todennäköisesti assosiaatiossa lisääntyneeseen sairastumisen
riskiin, vaikkei se toiminnallisesti lisäisi sairastumisen riskiä. Riittävän monen sukupolven jälkeen ge-
neettinen rekombinaatio purkaa kytkentäepätasapainon lokus X:n ja syövälle altistavan mutaation vä-
lillä, eikä tästä sukupolvesta tehdyssä assosiaatiotutkimuksessa lokus X enää assosioidu lisääntyneen
sairauden kanssa (ks. Kuva 2). Runsas kytkentäepätasapaino voi olla sekä hyödyllistä että haitallista
assosiaatiotutkimuksissa: runsas kytkentäepätasapaino lisää todennäköisyyttä löytää alueet genomis-
sa, joilla on assosiaatiota esim. rintasyöpään, toisaalta taas runsas kytkentäepätasapaino hankaloittaa
varsinaisen toiminnallisen polymorfismin lokuksen paikannusta (Shifman ym., 2003).
Kytkentäepätasapaino on mitattava suure. Yleisimmin käytetyt suureet ovat D' sekä r2. Molempien
numeeriset arvot ovat 0–1, jossa 0 = ei kytkentäepätasapainoa ja 1 = ”täysi” kytkentäepätasapaino. r2
ottaa huomioon rekombinaation ja alleelifrekvenssin, joten se on parempi kuvaaja assosiaatiotutki-
muksen voimakkuudesta. Haplotyypiksi kutsutaan tietynlaista eri lokusten alleelien kombinaatiota
kromosomissa, joka periytyy samanlaisena kokonaisuutena kytkentäepätasapainon seuraksena. Hap-
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lotyyppi voi sisältää vain muutaman fyysisesti lähekkäin olevan alleelin tai lukuisan määrän alleeleja
koko kromosomin alueelta. (Pharoah ym., 2004)
Kuva 2: Malli kytkentäepätasapainon purkautumisesta sukupolvien (G) aikana geneettisen rekombi-
naation seurauksena. Geneettiset alueet, jotka ovat lähellä mutaatiota (musta täplä), ovat siihen as-
sosioituneena useamman sukupolven kuin fyysisesti kauempana olevat markkerit. (Kuva:  Hiltunen
M., 2000)
2.2.2 Kandidaattigeenien valinta ja siihen liittyvät ongelmat
Geneettisessä assosiaatiotestauksessa geneettiset muuttujat ovat yhden tai useamman SNP:n geno-
tyypit sekä tapauksilla että verrokeilla. Ihmisen genomiprojektin myötä on tunnistettu suuri määrä
SNP:itä. Tämä yhdistettynä edullisten tutkimusmenetelmien kehittymiseen on lisännyt runsaasti asso-
siaatiotutkimusten määrää. Useimmissa syövän assosiaatiotutkimuksissa geneettiset muuttujat vali-
taan niiden funktion perusteella, esim. alueet, jotka koodaavat karsinogeneesiin liittyviä proteiineja.
Tällaisia ovat mm. solusyklin säätelijät, tuumorisupressorigeenit ja DNA-korjausproteiinit. Näillä kandi-
daattigeeneillä oletetaan olevan assosiaatiota lisääntyneeseen sairausriskiin perustuen niiden tunnet-
tuihin funktioihin (Pharoah ym., 2004). Kandidaattigeenien valinta perustuu siis etukäteen laadittuihin
hypoteeseihin tai aiempiin tutkimustuloksiin. Kuitenkin, tähän hypoteettiseen lähestymistapaan liittyy
kritiikkiä; useat kandidaattigeenivalintaan perustuvat tilastollisesti merkitsevät tutkimukset eivät ole
niitä seuraavissa tutkimuksissa enää saaneet merkitseviä tuloksia. Ovatko kandidaattigeenin valintaan
pohjautuvat tutkimukset siis epäluotettavia? Toinen kritiikki tällaista lähestymistapaa vastaan on niiden
perustuminen oletuksiin, joita joidenkin kriitikoiden mukaan ei vielä nykyisellä tietotasolla pystytä luo-
tettavasti tekemään.
Kandidaattigeenit tulisikin valita tarkan harkinnan jälkeen: minkälaisia toiminnallisia eroavaisuuksia
kandidaattigeenin eri variaatioilla on? Myös tutkittavan taudin biologia, etiologia ja patologia tulisi ottaa
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huomioon kandidaattigeeniä valitessa. Tutkimukset, joissa selviää esim. syöpäsolukossa ilmaantuvat
proteiinit, voivat antaa arvokasta tietoa kandidaattigeenin valintaan (Tabor ym., 2002).
Kandidaattigeenin valinnassa analyysit tulisi rajoittaa geenin koodaaville jaksolle, erityisesti geenin
ekspressiota säätelevät alueet ovat tutkimisen arvoisia; moniin sairauksiin liittyy epänormaali prote-
iiniekspressio. Pienestä kantajoukosta lähtöisin olevan populaation valitseminen tutkimukseen on
myös hyödyllistä, sillä populaatio on geneettisesti homogeeninen ja yksi haplotyyppi saattaa olla as-
sosiaatiossa sairauden kanssa (Pharoah ym., 2004).
2.2.3 Koko genomin kattava lähestymistapa
Kandidaattigeenin valintaan perustuvia rajoituksia on yritetty välttää koko genomin kattavalla lähesty-
mistavalla. Tässä menetelmässä tunnistetaan ja analysoidaan koko genomista joukko SNP:tä, jotka
riittävällä tarkkuudella merkitsevät muut tietyn frekvenssin SNP:t (Carlson ym., 2004). Tällaista tutki-
musjärjestelyä varten pitää genomista ensin tunnistaa kaikki yleiset muunnelmat ja sen jälkeen valita
sopiva joukko tagSNP:ja (merkki-SNP eli SNP,  joka on vahvasti kytkentäepätasapainossa sitä fyysi-
sesti lähellä olevien muiden SNP:n kanssa), joiden genotyyppi tapaus- verrokki tutkimusväestöltä sit-
ten selvitetään. Arviolta 200,00–500,00 SNP:tä tarvitaan, jos halutaan riittävällä tarkkuudella merkitä
kaikki SNP:t, joiden harvinaisen alleelin frekvenssi on yli 5 %. (Krugylak, 1999) Tätä menetelmää on
käytetty eräässä rintasyöpätutkimuksessa menestyksekkäästi: 227 876 SNP:tä, joiden arveltiin katta-
van 77 % eurooppalaisten yleisistä SNP:tä sisällytettiin tutkimukseen. Arveltiin, että sattuman ansiosta
havaittaisiin 1343 merkitsevää (p<0,05) SNP:tä. Kuitenkin 1792 SNP:tä sai merkitsevän arvon. (Eas-
ton ym., 2007)
2.2.4 Assosiaatiotutkimuksen ongelmat ja mahdollisuudet
Tähän mennessä vain muutamia vakuuttavia syövälle altistavia alleeleja on tunnistettu käyttäen ge-
neettistä assosiaatiotutkimusta. Merkittävä syy tähän on pienten tutkimusväestöjen käyttö, jolloin tut-
kimusten tilastollinen voimakkuus ei ole riittävä. Yleinen ilmiö on assosiaation havaitseminen tutkitta-
van geneettisen muuttujan ja taudin välillä ensimmäisessä tutkimuksessa. Myöhemmissä tutkimuksis-
sa tätä samaa assosiaatioita ei enää havaita. Suurin osa assosiaation havainneista ensimmäisistä
tutkimuksista, joilla on saavutettu vaatimaton tilastollinen merkitsevyys, ovat vääriä positiivisia (tyypin I
virhe, ns. hyväksymisvirhe). Tämä johtuu siitä, että mahdollisten geneettisten polymorfismien määrä
on hyvin suuri ja todennäköisyys, että yksittäinen polymorfismi on assosiaatiossa sairauden kanssa,
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on hyvin pieni. Näiden väärien positiivisten tulosten määrää voidaan pienentää käyttämällä ankaram-
pia tilastollisen merkitsevyyden tasoja sekä parantamalla kandidaattigeenien valintaa. Karsinogenee-
sin molekylaarisen perustan parempi ymmärrys, ja sen soveltaminen kandidaattigeenien valintaan
sekä tutkimusväestöjen koon kasvatus auttanevat syövälle altistavien geenien löytämisessä (Pharoah
ym., 2004). Assosiaatiotutkimusten yleisiä virheitä aiheuttavat tekijät ovat pienten tutkimusväestöjen
käyttö, usean testauksen aiheuttamat virheet, satunnaiset virheet sekä huonosti valittu tutkimusväes-
tö: esim. tapauksille valitut verrokit ovat peräisin eri alapopulaatiosta. Tutkimukset tulisi myös mahdol-
lisuuksien mukaan yrittää toistaa: onko ensimmäisessä tutkimuksessa havaittu assosiaatio voimassa
vielä jatkotutkimuksessa? Läheisten lokusten kytkentäepätasapainon huomiotta jättäminen voi myös
johtaa virheellisiin tuloksiin. Mielivaltaisesti valitulta geneettiseltä alueelta tunnistetun assosiaation
perusteella tunnistetut kandidaattigeenit ovat myös virheherkkiä, ja siksi kandidaattigeenien nimeämi-
nen tältä pohjalta on todennäköisesti perusteetonta.
Assosiaatiotutkimusten virheiden todennäköisyyttä voidaan pienentää seuraavasti: Tutkimusten tois-
tamisen ottaminen yleiseksi käytännöksi pienentäisi hyväksymisvirheen todennäköisyyttä. Tämä olisi
hyödyllistä erityisesti tapauksissa, joissa ensimmäisen tutkimuksen merkitsevyys on lähellä hyväksy-
misen raja-arvoja. Tutkimusväestön valintaan tulisi kiinnittää enemmän huomiota. Näin voidaan rajoit-
taa tutkimusväestön erilaisten alusrakenteiden vaikutusta tutkimuksesta saataviin tuloksiin. Tällä peri-
aatteella myös tutkimusväestön etnisen taustan selvittäminen on perusteltavaa. Tutkimuksen voimak-
kuus riippuu monista tekijöistä mm. paikallisen kytkentäepätasapainon mallista, alleelien frekvenssistä
sekä geneettisestä heterogeenisyydestä. Tutkimusväestön koko tulisi valita sillä oletuksella, että näi-
den tekijöiden arvot eivät välttämättä ole optimaalisia, esim. jos oletetaan, että tietyt alleelit ovat harvi-
naisia ja kytkentäepätasapaino ei ole täydellistä. Usean testauksen suorittaminen usealla muuttujalla
tai itsenäisillä fenotyypeillä johtaa tyypin I virheeseen, kun käytetään nimellisiä merkitsevyystasoja.
Kaikkien testauksien tulokset tulisi raportoida tutkimusten tulos -osioissa, olivatpa ne merkitseviä tai ei.
(Cardon ja Bell, 2001)
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3. Tilastotieteellisiä analyysejä geneettisissä tutkimuksissa
3.1 Tilastollinen merkitsevyys
Tilastotieteessä ennen testien suorittamista laaditaan kaksi hypoteesia, Nollahypoteesia testataan
aineiston pohjalta laskettavan testisuureen avulla. Nollahypoteeseille laaditaan vastahypoteesi, jolle
pyritään saamaan tukea tilastollisen testauksen avulla. Jos testi on tilastollisesti merkitsevä, voidaan
vastahypoteesi hyväksyä, jos ei, jää nollahypoteesi voimaan.
Tilastotieteellisen testin tulosta pidetään tilastollisesti merkitsevänä, kun on epätodennäköistä, että
tulos on saatu sattumalta. Ennen testaamista valitaan testille merkitsevyystaso, ?, joka on todennäköi-
syys hyväksymisvirheelle (hyväksytään vastahypoteesi, vaikka nollahypoteesi on tosi). Tilastotieteel-
listen testien tilastollista merkitsevyyttä mitataan useimmiten p-arvolla. P-arvo mittaa, kuinka vahvaa
näyttö nollahypoteesia vastaan on. Tilastollisesti merkitsevinä pidetään testejä, joiden p-arvo on pie-
nempi, kuin testille määritetty merkitsevyystaso, joka on yleensä 5 % eli 0,05. Tällöin, kun p-arvo on
pienempi kuin 0,05 voidaan testiä pitää tilastollisesti merkitsevänä. Tämä arvo on keinotekoisesti valit-
tu, eikä se perustu matemaattisiin tosiseikkoihin. (Sterne, 2001 , McPherson, 1990)
3.2 Ristiintaulukointi eli ?2-riippumattomuustesti ja Fisherin eksakti nelikenttätesti
Ristiintaulukointi on keino tutkita muuttujien välistä riippuvuutta. Testin perusoletus (nollahypoteesi)
on, että perusjoukossa ei esiinny riippuvuutta. Geneettisessä testauksessa tämä tarkoittaisi että geno-
tyyppien frekvenssien välillä ei olisi eroja tapausten ja verrokkien välillä.
?2-riippumattomuustestissä taulukoidaan havaitut frekvenssit. Varsinainen testi perustuu taulukossa
olevien havaittujen arvojen vertaamista odotettuihin frekvensseihin. Testisuureen arvo on sitä suu-
rempi, mitä enemmän odotetut ja todelliset havaitut frekvenssit poikkeavat toisistaan. Mitä suurempi
tämä arvo on, sitä perustellumpaa on hylätä nollahypoteesi (X ja Y eivät ole riippuvia toisistaan) ja
hyväksyä hypoteesi, jonka mukaan X:n ja Y:n arvot ovat riippuvia toisistaan. (McPherson, 1990)
Kun testiväestön koko on pieni tai tutkitut genotyyppifrekvenssit ovat harvinaisia, ei ?2-
riippumattomuustesti toimi kunnolla, jolloin Fisherin eksakti nelikenttätesti on käyttökelpoinen. Tässä
testauksessa muuttujat sijoitetaan esim. 2x2-taulukkoon, jonka avulla tutkitaan muuttujien välisen as-
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sosiaation merkitsevyyttä (ks. Kuva 3). Kuten muissakin testauksissa, testataan Fisherin eksaktissa
testissä nollahypoteesin paikkansapitävyyttä. (Agresti,1990 ,  Balding, 2006)
Kuva 3: Nelikentästä (yläpuolella) saadaan tarvittavat arvot, jotta voidaan laskea hypergeometrinen
jakauma jokaiselle muuttujalle erikseen (tässä x(11)) Fisherin eksaktin testin p-arvo on kaikkien muut-
tujien hypergeometristen jakaumien summa.
3.4 Regressioanalyysi ja logistinen regressio
Regressioanalyysin avulla tutkitaan yhden tai useamman selittävän muuttujan vaikutusta selitettävään
muuttujaan. Regressioanalyysin etu on, että sen avulla voidaan tutkia yhtä aikaa monen selittävän
muuttujan vaikutusta selitettävään muuttujaan. Regressioanalyysin rajoituksena on, että selitettävän
muuttujan pitää olla vähintään välimatka-asteikollinen. Regressioanalyysia voidaan kuvata suoran
avulla (ns. regressiosuora). Tämän suoran jyrkkyys kertoo muuttujien yhteyden välisestä voimakkuu-
desta ja noususuunta (nouseva vai laskeva) ilmoittaa, onko muuttujien välinen yhteys positiivinen vai
negatiivinen. Regressiosuoran kulmakerroin on Y = a + bX, jossa a on vakiotekijä, joka kertoo selitet-
tävän muuttujan arvon, kun selitettävän muuttujan X arvo on nolla. b on aineistosta estimoitu regres-
siokerroin. Y on selitettävän muuttujan arvo. (McPherson, 1990).
Logistinen regressio on regressioanalyysin erityistyyppi. Tämä regressiomalli (binäärinen logistinen
regressio) on käyttökelpoinen, kun selitettävä muuttuja voi saada vain kaksi arvoa (esim. assosiaatio-
tutkimuksessa selitettävän muuttujan arvot ovat tapaus ja verrokki ja selittävät muuttujat ovat genotyy-
pin eri variaatioita). Multinominaalisessa logistisessa regressiossa selitettävä muuttuja voi saada
enemmän kuin kaksi arvoa. Logistinen regressio ennustaa tapahtuman todennäköisyyttä:
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Logistisessa regressiossa regressiosuora määritellään samoin kuin tavallisessa regressioanalyysissä.
Erona on, että arvo Y, selitettävän muuttujan arvo on tutkittavan tapahtuman riskin logaritmi. P(Y=1)
on selitettävän muuttujan todennäköisyys saada arvo 1. (Agresti, 1990, Blading, 2006)
3.5 Cochran-Armitagen trenditesti
Cochran-Armitagen trenditesti perustuu hypoteesin testaukseen, jossa kolmen mahdollisen genotyy-
pin (AA, Aa sekä aa) ollessa pisteinä x-akselilla ja y-akselin ollessa tapausten suhde koko tutkimusvä-
estöön, suoran kulmakerroin on 0. Vastahypoteesissä suoran kulmakerroin on ? 0, jolloin genotyypin
pisteet asettuvat y-akselilla eri korkeuksille (ks. Kuva 4). Tämä testi ei oleta Hardy-Weinbergin tasa-
painon voimassaoloa ja soveltuu käytettäväksi aineistossa, jossa harvinaisen alleelin frekvenssi on
pieni. (Balding, 2006)
Kuva 4: Malli Cochran-Armitagen trenditestin graafisesta esityksestä (Kuva: Balding, 2006)
3.6 Haplotyyppiryväkset ja haplotyyppiestimaatio
Assosiaation testaaminen yhdestä markkerista kerrallaan ei ole ongelmatonta: toisiaan fyysisesti lä-
hellä olevat markkerit ovat usein assosiaatiossa keskenään, jolloin korrelaation tunnistus perinteisillä
assosiaatiotesteillä yhdestä markkerista kerrallaan on hankalaa.  Ratkaisuna on käyttää geneettisinä
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muuttujina SNP-tietojen sijaan haplotyyppejä ja tutkia näiden assosiaatiota sairauteen tapaus-
verrokkiaineistosta. Haplotyypit eivät genotyyppidatasta suoraan näy, mutta ne voidaan kuitenkin pää-
tellä sukupuusta. Kattavan mallin kokoaminen samankaltaisista haplotyypeistä on hankalaa, samoin
kuin harvinaisten haplotyyppien riittävä sisällyttäminen analyysiin. Haplotyyppiryvästen estimaatioon
on monia eri keinoja, mm. Markovin ketjuja hyödyntävä Monte Carlon metodi (Waldron ym., 2006)
sekä paikallistettujen haplotyyppiryvästen malli. (Browning ja Browning, 2007)
3.7 Usean testauksen korjaus sekä merkitsevyystason ja tutkimusaineiston arviointi
Mitä enemmän hypoteeseja testataan, sitä todennäköisemmäksi ainakin yksi tyypin I virheen tapah-
tuminen nousee, tätä tapahtumaa kutsutaan merkitsevyystason inflaatioksi. Yleinen keino tämän tilas-
tollisen harhan välttämiseen on usean testin korjaus. Tässä menetelmässä jokaisen testin merkitse-
vyystaso ? valitaan siten, että tyypin I virheen todennäköisyys vähintään yhdessä testauksessa ei ylitä
ennalta määrättyä merkitsevyystasoa (usein 0,05), (Moskvina ym., 2008) Yksi käytetty usean testauk-
sen korjaus on Bonferronin korjaus, joka toimii siten, että testattaessa n määrä hypoteeseja, tulisi jo-
kaisen testauksen merkitsevyystason olla 1/n kerrottuna sillä merkitsevyystasolla, jota käytettäisiin
testattaessa vain yhtä hypoteesia (Abdi, 2007). Bonferronin korjaus voi olla joissakin testitilanteissa
liian ankara ja hylätä vastahypoteesin, vaikka se pitäisi paikkaansa. Vaihtoehto tälle on permutaatio.
Geneettisen tutkimuksen permutaatiossa genotyyppitiedot säilytetään, mutta fenotyyppimerkinnät sa-
tunnaistetaan yksilöiden välillä. Näin luodaan dataryhmiä, joissa on havaittu kytkentäepätasapainoa,
mutta jotka eivät poikkea nollahypoteessista, koska fenotyypit ovat satunnaistetut. Analysoimalla usei-
ta tällaisia dataryhmiä voidaan väärien positiivisten testien määrä arvioida. Permutaatiotoimenpide on
melko yksinkertainen, mutta tarkat arviot vaativat jopa kymmeniä tuhansia analyysejä. (Balding, 2006)
Monte Carlon menetelmän avulla voidaan estimoida täsmällinen merkitsevyystaso testille. Monte Car-
lon menetelmässä toistetaan valitulla merkitsevyystasolla tutkittua koejärjestelyä käyttäen satunnaisia
arvoja (ns. Monte Carlon simulaatio).  Monte Carlon simulaatiossa voidaan käyttää useita eri algorit-
meja. Monte Carlon menetelmässä testin toistojen määrä antaa kuvan siitä, mikä vaikutus sattumalla
on koejärjestelyyn. (Hope, 1968 , Abdi, 2007)
Hardy-Weinbergin tasapainon mukaan genotyyppien frekvenssit pysyvät populaatiossa tasaisina su-
kupolvesta toiseen. Tämän ominaisuuden ansiosta Hardy-Weinbergin tasapainoa voidaan käyttää,
kun tutkimusaineiston laatua arvioidaan. Hardy-Weinbergin tasapaino vallitsee siis ideaalipopulaatios-
sa, poikkeamia tähän tasapainoon voivat aiheuttaa evoluutiotekijät (esim. luonnovalinta, mutaatiot,
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geneettinen ajautuminen) sekä pariutumiseen liittyvät satunnaispoikkeamat (esim. sisäsiitos, tutkitta-
van aineiston osapopulaatiorakenne) Myös muuttoliike voi aiheuttaa poikkeamaa HW:n tasapainoon.
Nämä tekijät tulee populaatiogeneettisissä tutkimusasetelmissa ottaa huomioon tai seurauksena voi
olla systemaattinen virhe. Tasapainon poikkeama voi olla myös merkki assosiaatiosta sairauteen mi-
käli poikkeama esiintyy tietyssä feontyyppiryhmässä. Hardy-Weinbergin tasapainon laskemiseen voi-
daan käyttää esimerkiksi Pearsonin yhteensopivuustestiä. Lokukset, joiden Hardy-Weinbergin tasa-
paino poikkeaa sovituilla merkitsevyystasoilla voidaan hylätä testauksesta. Tämä testaus on tehtävä
erikseen sekä tapauksille että verrokeille. On kuitenkin huomioitava mahdollisuus, että poikkeama
Hardy-Weinbergin tasapainossa voi johtua polymorfismista, joka sisältää deleetion, tai jonkin alueen
monistumasta. Tällöin Hardy-Weinbergin tasapainossa olisi havaittavissa poikkeamaa, ja aineiston
laatu voidaan virheellisesti arvioida heikoksi, vaikka tasapainon poikkeama olisi itse asiassa merkki
näiden muutosten assosiaatiosta tutkittuun sairauteen. (Balding, 2006)
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4. Tilastotieteellisen analyysiin suunnatut ohjelmistot
4.1 SPSS
SPSS on tilastotieteelliseen analyysiin suunnattu kaupallinen tietokoneohjelmisto. Se on yksi käyte-
tyimmistä tämän luokan ohjelmistoista. Se ei ole pelkästään geneettiseen tai lääketieteelliseen tutki-
mukseen suunnattu ohjelmisto, vaan sen käyttöaiheet ovat miltei rajattomat. SPSS sisältää runsaasti
tilastotieteelliseen analyysiin suunnattuja työkaluja: ristiintaulukointia, regressioanalyysejä sekä useita
eksaktitestejä sekä niiden merkitsevyyden estimointeja, esim. Monte Carlon simulaatio. SPSS kyke-
nee myös eloonjäämisennusteisiin Kaplan-Meierin menetelmällä. SPSS:n tilastotieteellisen analyysin
perustana on SPSS:n ohjelmoidut algoritmit jokaiselle testaukselle, jotka käyttäjä ensin valitsee ja
syöttää sitten suoritettavien testien vaatimat parametrit graafisen käyttöjärjestelmän kautta. SPSS:n
graafinen käyttöliittymä on taulukkolaskentaohjelmiston kaltainen, ja siinä on kaksi perusnäkymää,
datanäkymä sekä muuttujanäkymä. Datanäkymässä perusasetuksella riveihin on listattu tutkimusvä-
estön yksilöt ja sarakemuuttujat.
Muuttujanäkymässä on listattu kaikki aineiston muuttujat riveihin ja pylväissä on muuttujien asetukset,
mm. muuttujan mitta-asteikon laatu, muuttujan desimaalien lukumäärä sekä muuttujan puuttuvien ar-
vojen määritelmät.
Eräässä tutkimuksessa, jossa tutkittiin korrelaatiota lisääntyneen FOXM1-transkriptiofaktorin ja HER-
2-positiivisen rintasyövän välillä, käytettiin SPSS:n Mann-Whiteyn U-testausta, jonka avulla selvisi,
että FOXM1-ekspressio HER-2-positiivisessa syöpäsolukossa on merkitsevästi (p=0,048) lisääntynyt
terveen rintakudoksen soluihin verrattuna (ks. Kuva 5). Tässä tutkimuksessa hyödynnettiin myös
SPSS:n eloonjäämisennuste-ominaisuutta Kaplan-Meierin menetelmällä. Tässä testauksessa selvisi,
että FOXM1-positiivisten rintasyöpien ennuste on huonompi kuin FOXM1-negatiivisten. (Bektas ym.,
2008)
23
Kuva 5: SPSS:n luoma graafinen Kaplan-Meierin esitys. Kumulatiivinen eloonjäämisennuste  FOXM1
positiivisilla tapauksilla (IRS2-12) on heikompi kuin FOXM1-negatiivisilla (IRS 0-1) tapauksilla, p-arvo
on 0,110. (Kuva: Bektas, 2008)
4.2 Beagle
Beagle on Java-pohjainen ohjelmistopaketti, joka on suunnattu geneettisen assosiaatiotutkimuksen
analyysiin. Beagle on uudehko ohjelmisto (ensimmäinen versio julkaistiin vuonna 2007), joten sen
käyttöaste ei vielä ole kovin korkea. Ohjelmiston kehittäjät Brian ja Sharon Browning käyttivät Beagle-
ohjelmistoa Wellcome Trust Case Control Consortium -tietokantaan (WTCCC), jossa on 14 000 tapa-
uksen (seitsemän sairautta: tuberkuloosi, sepelvaltimotauti, tyypin 1 diabetes, tyypin 2 diabetes, reu-
maattinen niveltulehdus, Crohnin tauti, kaksisuuntainen mielialahäiriö ja verenpainetauti) ja 3 000 ver-
rokin genotyyppitiedot. Tutkimuksessa käytettiin Beaglen paikallistettua haplotyyppiryväsmenetelmää,
tällä menetelmällä löydettiin kolme uutta riskigeeniä. Tutkimuksen tarkoituksena oli tunnistaa sellaisia
riskigeenejä, jotka eivät ole saaneet merkitseviä arvoja tavallisilla yhden markkerin testauksilla. Tutki-
muksessa yhdistettiin kromosomialue 10p15.1 tyypin 1 diabetekseen (p = 5.1 × 10?9), 12q15 tyypin 2
diabetekseen (p = 1.9 × 10?7) sekä 15q26.2 verenpainetautiin (p = 2.8 × 10?8). WTCCC:n käyttämä
raja-arvo merkitsevyydelle on p = 5 × 10?7. Nämä paikallistettua haplotyyppiryväsmenetelmän avulla
tunnistetut riskigeenit eivät yhden markkerin testauksella olleet merkitseviä. (Browning ja Browning,
2008)
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4.2.1 Haplotyyppiestimaatio ja virheiden arviointi
Beagle hyväksikäyttää paikallistettua haplotyyppiryväsmenetelmää, joka perustuu empiirisesti raken-
nettuun malliin paikallisestä kytkentäepätasapainosta. Tämän mallin avulla Beagle estimoi tutkimus-
väestön haplotyypit. Oletuksena tässä menetelmässä on, että haplotyypit, jotka ovat markkerin t koh-
dalla samassa ryväksessä, ovat todennäköisesti, muttei välttämättä myös samassa ryväksessä mark-
kerin t+1 kohdalla. Näin ollen todennäköisyys siihen, että haplotyypit ovat samassa ryväksessä mark-
kerin t+x kohdalla, pienenee arvon x noustessa (Browning ja Browning, 2007 B). Nämä todennäköi-
syydet lasketaan vaihtelevanmittaisia Markovin ketjuja hyödyntävän algoritmin avulla (Browning,
2006). Näin Beagle myös pystyy päättelemään tutkimusväestössä esiintyvät puuttuvat geneettiset
tiedot ja täydentää ne ulossyöttötiedostoon.
Mikään haplotyyppejä päättelevä malli tai sitä laskeva algoritmi ei ole täysin virheetön. Haplotyyppies-
timaation tarkkuutta voidaan arvostella kytkentävirheiden määrän perusteella. Kytkentävirheiden mää-
rää arvioitaessa tutkitaan, kuinka suuren osan peräkkäisistä heterotsygoottien markkerien määrästä
on väärin arvioitu. Toinen keino estimaation tehokkuuden testaukseen on tunnettujen genotyyppien
piilottaminen ja testiajon jälkeinen vertailu todellisten ja estimoitujen genotyyppien välillä. Browningien
suorittaman koejärjestelyn mukaan Beaglen käyttämä estimointimenetelmä arvioi haplotyypit parhai-
ten tiheästä genotyyppidatasta suurilla tutkimusväestöillä. (Browning ja Browning, 2007B)
4.2.2 Assosiaatiotestaus Beaglella
Beagle testaa assosiaatioita paikallistetun haplotyyppiryväsmenetelmän avulla. Beagle määrittelee
jokaiselle ryväkselle oman kaksialleelisen epäaidon markkerin, joiden assosiaatiota tapaus-verrokki-
tutkimusväestössä Beagle vertaa. Epäaidon markkerin assosiaatio on täten sama, kuin haplotyypin,
jota se edustaa.
Beagle käyttää Fisherin eksaktia nelikenttätestiä epäaitojen markkereiden assosiaation tutkimiseen.
Beagle käyttää permutaatiota useasta testauksesta johtuvan tyypin I virheen todennäköisyyden pie-
nentämiseen. Beagle voi suorittaa assosiaatiotestauksen neljällä mahdollisella periaatteella: perustes-
tauksessa (alleelinen testaus) Beagle vertaa harvinaisen ja yleisen alleelin assosiaatiota tapaus-
verrokki aineistossa. Resessiivisessä testauksessa toinen ryhmä pitää sisällään yleisen alleelin homo-
tsygootin muodon sekä heterotsygootin muodon. Dominantissa testauksessa toinen ryhmä sisältää
harvinaisen alleelin homotsygootin muodon sekä heterotsygootin muodon. Ylidominantissa testauk-
sessa heterotsygootti muoto on omana ryhmänään. (Browning ja Browning, 2007A)
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4.3 PLINK
PLINK on C/C++ -pohjainen, koko genomin kattaviin assosiaatiotutkimuksiin suunnattu ohjelmistopa-
ketti. PLINK:llä on useita käyttötarkoituksia. PLINK on uudehko ohjelmistopaketti, joten sen käyttö ei
vielä ole valtaisaa. Kuitenkin, koko genomin kattavien assosiaatiotutkimusten yleistyessä, on sen suo-
sio nousussa. (Purcell ym., 2007) PLINK-ohjelmistoa on käytetty mm. koko genomin kattavassa tutki-
muksessa, jossa tunnistettiin reumaattisen niveltulehduksen riskigeeni, KLF12 espanjalaisella tutki-
musväestöllä. Tutkimusväestöltä (400 tapausta, 400 verrokkia) analysoitiin 317 503 SNP:tä. Näistä
299 918 otettiin mukaan tutkimukseen PLINK:llä suoritetun laaduntarkistuksen jälkeen. Merkitsevää
assosiaatioita (p=0,01) havaittiin kromosomialueella 13q22, KLF12-geenissä, SNP:ssa rs1324913.
(Julià ym., 2008)
4.3.1 Tietokantojen ylläpito
PLINK:n SNP-tietokannat kirjataan kompaktilla binääriformaatilla, joka voidaan tarpeen vaatiessa
muuntaa standardiksi tekstiformaatiksi. PLINK tarjoaa työkalut valita genotyyppitietokannoista halutut
muuttujat (esim. tietyt genotyypit, tietyllä etäisyydellä olevat markkerit), joilla testaukset suoritetaan.
PLINK tarjoaa myös työkalut liittää useita genotyyppitietokantoja yhteen. (Purcell ym., 2007)
4.3.2 Yhteenveto tietokannasta
PLINK laskee genotyyppitietokannasta Hardy-Weinbergin tasapainon ja genotyyppien sekä alleelien
frekvenssit. PLINK suorittaa myös SNP-kohtaisen testauksen, jolla pyritään havaitsemaan ei-
satunnaisia virheitä genotyypityksessä suhteessa fenotyyppistatukseen yksinkertaisella ristiintaulu-
koinnilla. (Purcell ym., 2007)
4.3.3 Assosiaatiotestaus
PLINK voi suorittaa assosiaatiotestauksen mm. ristiintaulukoinnilla, Fisherin eksaktilla nelikenttätesta-
uksella sekä Cochran-Armitagen trenditestauksella. PLINK laskee assosiaation tapaus-
verrokkitietokannasta neljän eri mallin mukaisesti (Kuva 6).
Kuva 6: PLINK laskee assosiaation neljän eri mallin mukaisesti. D on harvinainen alleeli ja d yleinen
alleeli. Malleissa assosiaato lasketaan suoraan yleistä ja harvinaista alleelia vertaamalla, dominantilla
mallilla, resessiivisellä mallilla ja kaikilla varianteilla erikseen.
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Näissä malleissa verrataan harvinaisen alleelin ja yleisen alleelin esiintyvyyttä ja näiden assosiaatiota
fenotyyppiin tapaus-verrokkiaineistossa  PLINK:n avulla. PLINK voi suorittaa myös adaptiivisen per-
mutaation; PLINK lopettaa permutaation kesken, jos se havaitsee, ettei muuttuja selvästi saa merkit-
seviä arvoja, PLINK voi suorittaa myös Bonferronin korjauksen. PLINK:llä voi suorittaa myös usean
lokuksen testauksen, jossa tutkitut SNP:t jaetaan haluttuihin ryhmiin, jotka toimivat tässä testauksessa
geneettisinä muuttujina yksittäisten SNP:n sijaan. PLINK laskee tapaus-verrokkitietokannasta assosi-
aation vahvuuden ja merkitsevyyden jokaiselle ryhmälle. PLINK käyttää ryhmien assosiaation testauk-
seen Hotellingin T2-testausta. (Purcell ym., 2007)
4.4 Genome-wide Association Study Software, SNPTEST
SNPTEST on ohjelmisto yksittäisten SNP:n assosiaation analyysiin koko genomin kattavissa tutki-
muksissa. Se on osa Genome-wide Association Study Software -ohjelmistopakettia. SNPTEST laskee
yksittäiset assosiaatiot käyttäen Frequentistin assosiaatiotestausta. (Marchini ja Bowie, 2010)
SNPTEST voi suorittaa assosiaatiotestauksen käyttäen viittä eri mallia: Additiivinen testi on Cochran-
Armitagen testaus. Dominantissa mallissa toisessa ryhmässä on harvinainen homotsygootti sekä he-
terotsygootti, testaus PLINK:n dominanttia mallia (ks. Kuva 6). Resessiivisessä mallissa toisessa ryh-
mässä yleinen homotsygootti sekä heterotsygootti, tämä testi vastaan PLINK:n resessiivistä mallia
(Kuva 6). Heterotsygoottimallissa heterotsygootti on omana ryhmänään, tätä testiä ei ole PLINK:ssä.
Viimeiseksi yleisessä mallissa kaikille joukoille on oma ryhmänsä, tämä vastaa PLINKI:n `genotypic´ -
mallia. SNPTEST voi laskea myös Hardy-Weinbergin tasapainon.
Koska Genome-wide Association Study Software -ohjelmistopaketti on melko uusi, ei sitä ole käytetty
vielä kovin monissa tutkimusprojekteissa. Kuitenkin paketin monipuolisuus ja sen sisältämän IMPUTE
-ohjelman kyky arvioida genotyyppejä tutkimusväestölle läheisten genotyypitettyjen SNP:n avulla te-
kee siitä tulevaisuudessa erittäin käyttökelpoisen apuvälineen koko genomin kattavan lähestymistavan
tutkimuksiin. (Marchini ym., 2007) Genome-wide Association Study Softwaren ohjelmia on käytetty
mm. eturahassyöpätutkimuksessa, jossa tutkittiin viiden geneettisen muunnelman vaikutusta etu-
rauhassyöpäriskiin useissa eri tutkimusväestöissä. Tässä tutkimuksessa gwass:n impute-ohjelmalla
arvioitiin tutkimuksessa käytetyn SNP:n, rs16901979:n arvot erään toisen läheisen genotyypitetyn
SNP:n avulla. Kaksi tutkituista geneettisistä muuttujista oli kromosomissa 17 ja kolme kromosomialu-
eella 8q24. Miehillä, joilla oli 1, 2, 3, ja 4 tai enemmän näistä riskimuunnelmista, Odds Ratiot etu-
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rauhassyövälle 95 %:n luotettavuustasolla olivat 1,41 (1,20–1,67), 1,88 (1,59–2,22), 2,36 (1,95–2,85),
sekä 3,80 (2,77–5,22). (Sun ym., 2008)
4.5 Haploview
Haploview on ohjelmisto, joka arvioi genotyyppidatasta kytkentäepätasapainon tutkittujen SNP:n välillä
sekä suorittaa haplotyyppianalyysin tutkimusväestöstä. Haploview laskee useita parittaisia kytkentä-
epätasapainon arvoja, joiden avulla se luo kytkentäepätasapainosta graafisen esityksen. Tästä vali-
taan halutut markkerit haplotyyppianalyysiin, joka esittää tutkimusväestön haplotyypit ja niiden frek-
venssit. Haploview’lla voi suorittaa myös assosiaatiotestauksen ristiintaulukoinnilla joko yksittäisille
SNP:lle tai haplotyypeille. Haploview’lla voi myös suorittaa permutaation tutkituille analyyseille. (Bar-
rett ym., 2007) Haploview’ta on käytetty mm. tutkimuksessa, jossa tunnistettiin sytotoksista T-
lymfosyytti-antigeeni-4:ää  tuottavan CTLA-4-geenin eräät muodot sporadisen rintasyövän riskiteki-
jöiksi han-kiinalaisissa. Haploview’lla suoritetun haplotyyppianalyysin perusteella havaittiin, että haplo-
tyypit ATCGA ja ATCAG olivat selvästi harvinaisempia tapauksilla kuin verrokeilla. Haploview’lla suori-
tetun permutaation jälkeen usean testauksen korjaamiseksi ATCGA oli vielä merkitsevä (p = 0,012).
Haploview’n avulla selvitettiin myös, että haplotyypeillä ACCAA, ACCAG ja ACCGA voivat mahdolli-
sesti olla riskitekijöitä; nämä haplotyypit olivat erittäin vahvassa assosiaatiossa tuumorin suuren koon
kanssa. (Wang ym., 2007)
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5. Työselostus
5. Työn tavoitteet
Tilastotieteellinen analyysi on olennainen osa geneettistä tutkimusta. Tutkimusmenetelmien kehittymi-
sen myötä aineistot kasvavat suuremmiksi ja aineistot sisältävät myös suuren määrän muuttujia.
SPSS on laajasti käytetty ohjelmisto tilastotieteelliseen analyysiin, mutta esim. syöpägenetiikan tutki-
miseen, jossa haplotyyppien arviointi ja kytkentäepätasapainon määritys ovat tärkeitä tekijöitä, ei se
tarjoa riittäviä apuvälineitä.
Syventävien opintojeni aikana testasin useita eri ohjelmistoja, jotka ovat suunnattu erityisesti geneetti-
seen tilastotieteelliseen analyysiin käyttäen samaa aineistoa. Tarkoituksenani oli
1.  selvittää, kuinka suuria eroja samasta aineistosta saadaan tilastollisen merkitsevyyden osalta
käyttäen erilaisia biostatistiikan testejä ja tutkia, kuinka suuriksi erot kasvavat samoilla testauk-
silla eri ohjelmistojen välillä.
2. kartoittaa edelleen sporadisen rintasyövän matalan penetranssin geenimuutoksia kromosomi-
alueelta 22q12-q13.
3. opetella käyttämään sujuvasti tilastolliseen analyysiin suunnattuja ohjelmistoja.
4. suunnitella ja kirjottaa ohjeistus formaattimuutosten tekemiseen, eli kuinka saadaan SPSS:n
sisältämä data sellaiseen muotoon, että sillä voi suorittaa testauksia käyttämilläni ohjelmistoil-
la.
Erityisesti tutkimuksessa kiinnostaa eri ohjelmistojen laskemien tulosten eroavaisuus – kirjallisuuskat-
sausosiossa käsittelin assosiaatiotutkimusten ongelmia: Onko joillain ohjelmistoilla esimerkiksi tyypin I
virheen todennäköisyys suurempi kuin toisilla. Miten tätä voisi välttää? Mielenkiinnon kohteena on
erityisesti aikaisemmin toteutetun TMPRSS6-geenin tutkimuksessa tunnistetun riskipolymorfismin
saavat tilastolliset merkitsevyydet, kun käytetään eri ohjelmistoja ja metodeja.
Uusia todellisia matalan penetranssin riskimuutoksia tuskin aineistosta enää löytyy. On kuitenkin mie-
lenkiintoista tutkia, löytävätkö eri analyysiohjelmat uusia merkitseviä arvoja joillekin testauksille, ts.
kuinka herkkiä eri ohjelmistot ovat tyypin I virheille käytetyllä aineistolla.
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Ohjelmistot, joita käytin tutkimuksessa, ovat SPSS:ää ja Microsoftin ohjelmistoja lukuunottamatta il-
maisohjelmistoja, jotka ovat suurilta osin geneettistä tutkimusta tekevien tahojen ohjelmoimia. Näin
ollen käyttäjäystävällisyys ei ole samaa tasoa kaupallisten ohjelmistojen kanssa. Näiden ohjelmistojen
käytön opettelu vaatii perehtymistä ja ongelmatilanteiden ratkaisukykyä.
Formaattimuutokset vievät aikaa. Ne edellyttävät usean eri ohjelmiston käyttöä ja etenkin ilmaisohjel-
mistojen sisäänsyöttötiedostot ovat erittäin herkkiä virheille; yksikin väärä merkki sisäänsyöttötiedos-
tossa johtaa siihen, ettei ohjelmisto suorita haluttuja analyysejä lainkaan taikka tuloksiin päätyy jokin
systemaattinen virhe. Tavoitteenani oli löytää mahdollisimman yksinkertainen ja virhevarma metodi
formaattimuutoksiin ja käyttää kokemuksiani mahdollisimman kattavan ohjeistuksen formaattimuutos-
ten tekemiseen.
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6. Materiaalit ja menetelmät
6.1 Aineisto
Aineistona toimi Kuopion rintasyöpäprojektin tapaus-verrokkitietokantaa, joka on koottu Kuopion yli-
opistolliseen sairaalaan (KYS) rintaoireen vuoksi tutkimukseen tulleista naisista huhtikuun 1990 ja
joulukuun 1995 välisenä aikana. Tutkimukseen osallistuneista 504:stä rintasyöpää sairastavasta kel-
vollinen DNA-näyte saatiin 497:ltä. Edustettuna oli 96 % rintasyöpäpotilaista, joilla sairaus todettiin
KYS:ssa edellä mainitun ajanjakson välillä (yhteensä 516 uutta rintasyöpätapausta). Verrokkeina on
458 satunnaisesti valittua Pohjois-Savossa asuvaa naista. Verrokkien ikä ja asuinpaikka on vakioitu.
Näin on pyritty varmistamaan tutkimusväestön geneettinen homogeenisuus. Tapauksilta ja verrokeilta
otetusta verikokeesta eristettiin DNA perifeerisistä lymfosyyteistä. Näistä näytteistä on tutkittu geno-
tyypit kymmenestä lokuksesta kromosomialueelta 22q12-q13 541:n kb:n alueelta, Nämä SNP:t on
valittu siten, että koko kromosomialue saatiin edustettua, SNP:ien etäisyydet olivat tasaiset ja harvi-
naisen alleelin frekvenssi on yli 0,1. Nämä SNP:t oli myös pyritty valitsemaan siten, että ne sijaitsisivat
koodaalvilla alueilla, ei introneilla. Otos edustaa kromosomista 22q12-q13  541:n kiloemäksen aluetta,
SNP:n välimatkat vaihtelevat 0,9–132 kiloemäksen välillä. SNP:t, jotka sisällytin työhöni ovat rs738977
geenistä CACNG2, rs3827351 geenistä PABL4, rs3484 geenistä PVALB, rs760517 sekä rs738148
geenistä NCF4, rs7285064 geenistä CSF2RB, rs25095, joka sijaitsee geenien välissä, rs733655 gee-
nistä TMPRSS6 sekä rs228941 geenistä IL2RB. (Hartikainen ym., 2006) Kaikki geneettiset muuttujat
sekä useita elämäntapoja koskevia tietoja on kerätty samaan kattavaan tietokantaan, joka on SPSS-
muodossa. Näiden lisäksi tietokannassa on myös useita muita muuttujia.
6.2 Käytetyt ohjelmistot
6.2.1 SPSS
SPSS:n versio 15.0 toimi työni pohjana. Käyttämäni aineisto oli SPSS-tiedostomuodossa ja käytin tätä
ohjelmistoa myös yleisimpien tilastotieteellisten analyysejen suorittamiseen. Nämä tulokset toimivat
vertailupohjana muiden ohjelmistojen avulla saamilleni tuloksille. SPSS:lla jaoin jokaisen käyttämäni
markkerin genotyyppitiedot kahteen luokkaan: Ensimmäinen luokka oli yleisen alleelin homotsygootti
ja heterotsygootti muuttujan toisena vaihtoehtona ja harvinainen homotsygootti toisena, tästä käyte-
tään tulososiossa lyhennettä "REC". Toisessa asetelmassa käytin heterotsygoottia ja harvinaista ho-
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motsygoottia muuttujan ensimmäisenä vaihtoehtona ja yleistä homotsygoottia toisena. Tämän lyhenne
tulososiossa on "DOM". Näillä tutkimusasetelmilla saadaan siis verrattua yleisen alleelin ja harvinaisen
alleelin kantajia. Muuttuja, jonka suhteen luokat jaoteltiin oli tapaus-verrokkistatus. Poikkeuksena oli
TMPRSS6-geenin rs733655, jonka heterotsygootti muoto on tunnistettu sporadisen rintasyövän riski-
tekijäksi (Hartikainen ym., 2006), tämän markkerin kolmantena testausasetelmana on heterotsygootti
vs. yleinen ja harvinainen homotsygootti ("HET"). SPSS:llä laskin näiden muuttujien avulla Fisherin
eksaktin nelikenttämerkitsevyyden, Pearsonin ?2-riippumattomuustestin sekä tälle testaukselle Monte
Carlon täsmällisen merkitsevyystason estimoinnin. SPSS:n avulla lasketaan myös riskitaso (odds ra-
tio). (http://www.spss.com/)
6.2.2 Ohjelmistot formaattimuutoksiin
Koska SPSS:n tiedostomuoto eroaa kovasti muiden käyttämieni ohjelmistojen tukemista tiedostofor-
maateista, oli SPSS:ssä olevat tiedot muutettava sopivaan muotoon. Tähän käytin Microsoft Office
Excel 2007 -ohjelmaa sekä Microsoftin Notepadia. Käytin myös Microsoft Office Word 2007 -
ohjelmistoa luodessani makron, jota käytin muuntaessani Beaglen arvioimien genotyyppitietojen muut-
tamista PLINK-tiedostoformaattiin.
Formaattimuutokset aloitin viemällä SPSS:stä halutut tiedot Exceliin. Excelissä suoritin muutokset
tietokantoihin siten, että ne vastasivat muiden käyttämieni ohjelmistojen vaatimuksia. Excelistä siirsin
tiedostot notepadille ja muokkasin niitä vielä tarvittaessa. Ohjeet (ja näin myös työselostus) sisään-
syöttötiedostojen tekemiseen kaikkiin ohjelmistoihin, joita käytin työssäni, ovat kirjoittamastani ohjeliit-
teessä ”Input-tiedostojen tekeminen” (Liite 1).
6.2.3 Beagle
Beaglen käyttämän haplotyyppiryväsestimaation avulla suorittamani assosiaatiotestaus poikkeaa ko-
vasti SPSS:n testejen periaatteista. Beaglella suoritin aineistosta alleelisen testauksen (D vs. d lyh.
ALLELIC), resessiivisen testauksen (DD vs. Dd,dd lyh. REC), dominantin testauksen (dd vs. DD,Dd
lyh. DOM) sekä ylidominantin (Dd vs. DD, dd lyh. HET) testauksen. Testeissä D = harvinainen alleeli
ja d = yleinen alleeli. Beaglella myös suoritettiin testausten permutaatio.  Käytetty versio Beaglesta oli
2.1.3.  (http://www.stat.auckland.ac.nz/~browning/beagle/beagle.html)
32
6.2.4 PLINK
PLINK:llä sisällytin työhöni viisi erilaista testausta jokaisesta markkerista (oletusarvo d = yleinen allee-
li, D = harvinainen alleeli):
Lisäksi mukaan kuului trenditestaus. PLINK:stä puuttuu mahdollisuus heterotsygootin testaukseen,
joten heterotsygootti vs. yleinen ja harvinainen homotsygootti -testausta (Dd vs (dd,DD)) ei saatu suo-
ritettua. Analyysiin PLINK:llä käytettiin Pearsonin ?2-riippumattomuustestiä. PLINK:ä käytettiin myös
Hardy-Weinbergin tasapainon (HWE) laskemiseen. PLINK:llä tehtiin kaksi sarjaa testauksia, ensim-
mäisessä testauksessa puuttuvat genotyyppitiedot jätettiin huomiotta, toisessa testauksessa käytettiin
genotyyppitietoja, jossa Beagle oli arvioinut puuttuvat genotyyppitiedot. Tämän toimenpiteen tarkoituk-
sena oli tarkastella, kuinka suuria eroja kahden eri ohjelmiston suorittamilla samoilla testauksilla on,
kun genotyyppitiedot ovat absoluuttisesti samat. Toinen tavoite tällä testauksella oli myös selvittää
HWE, jonka avulla voidaan arvioida Beaglen luotettavuutta tämänkaltaisen aineiston arviointikyvystä,
HWE:n laskemisen mahdollisuutta Beagle ei tarjonnut. Tuloksissa lyhennelmät järjestyksessä: ALLE-
LIC, DOM, REC, GENO ja TREND Cochran-Armitagen trenditestausta varten. PLINK:llä laskettiin
myös HW-tasapaino jokaisen markkerin kohdalla erikseen tapauksista (AFF), verrokeista (UNAFF)
sekä näiden yhdistelmästä (ALL) (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/)
6.2.5 Haploview
Haploview’lla tarkoituksena oli
1. tunnistaa haplotyypit tutkimusaineistosta ja tutkia näiden haplotyyppien assosiaatiota spo-
radiseen rintasyöpään
2. tutkia Haploview’n luomaa mallia yksittäisten alleelien assosiaatiosta sporadiseen rin-
tasyöpään
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3. luoda graafinen esitys kytkentäepätasapainosta
4. tutkia Hardy-Weinbergin tasapainoa.
Haploview’lla valittiin kaksi haplotyyppiblokkia haplotyyppiassosiaatiotestiin. Block 1 valittiin, koska
sen kytkentäepätasapaino oli aineiston suurin, Block 2 valittiin, koska se sisälsi TMPRSS6-geenin (ks.
Kuva 7).
Kuva 7: Haploview'n aineistosta laskema kytkentäepätasapaino. Työhön sisällytettiin haplotyyppi-
blockit 1 ja 2
Haploview’n tuloksiin merkittiin yksittäisten markkereiden testauksessa assosiaatiota olevan markkerin
Case/Control-jakauma sekä niiden frekvenssit, ristiintaulukointiarvo sekä p-arvo. Samaa menetelmää
käytettiin myös haplotyyppien assosiaatiotestauksessa. Yksittäisten alleelien assosiaation testaukses-
sa Haploview käyttää alleelista mallia (D vs. d).
6.2.6 SNPTEST
SNPTEST:llä  suoritettiin seuraavat p-arvon testaukset: Cochran-Armitagen trenditesti, jonka  p-arvot
tuloksissa: ”TREND”. Dominantissa mallissa toisessa ryhmässä on harvinainen homotsygootti sekä
heterotsygootti "DOM" ja resessiivisessä mallissa toisessa ryhmässä yleinen homotsygootti sekä hete-
rotsygootti "REC" yleisessä mallissa kaikki genotyypit ovat omina ryhminään "GENO" ja heterotsy-
gootissa mallissa toisena ryhmänä heterotsygootti ja toisena yleinen ja harvinainen monotsygootti
"HET". Näissä DOM, REC, TREND ja GENO vastaavat tutkimusasetelmina PLINK:n vastaavia. HET
on erityisen mielenkiintoinen lokuksen rs733655 osalta, koska tämän heterotsygoottimuodon on ha-
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vaittu olevan jo aiemmassa tutkimuksessa mahdollinen riskitekijä rintasyövän suhteen. (Hartikainen
ym., 2006) SNPTEST ilmoittaa odds ration tapaus-verrokkistatuksen suhteen kaikille lokuksille ja tes-
taa tämän riskitason merkitsevyyttä genotyyppidatan perusteella edellä mainituin testauksin. Lisäksi
SNPTEST:llä laskettiin aineiston Hardy-Weinbergin tasapainot erikseen kontrolleille ja tapauksille,
tähän on myös sisällytetty aineiston numeerinen jakauma (Harvinainen homotsygootti / heterotsygootti
/ yleinen homotsygootti) sekä odotettu että laskettu heterotsygoottisuus.
6.2.7 Beagle ja PLINK
Koska Beaglella oli käytössä olleista ohjelmistoista mahdollisuus arvioida tuntemattomat genotyypit,
päätettiin Beaglen arvioimia genotyyppitiedostoja ajaa läpi PLINK:llä, joka tarjosi eniten testausmah-
dollisuuksia ohjelmistoista. Näille Beaglen arvioimille genotyyppitiedoille laskettiin myös HW-
tasapaino, joka auttoi arvioimaan, mikä vaikutus Beaglella on genotyyppitietojen eheyteen.
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7. Tulokset
7.1 SPSS
SPSS:n merkitsevin arvo on HET = Dd / DD ja dd – mallilla laskettu arvo SNP:lle rs733655, tämä on
myös ainoa testaus, joka Monte Carlon korjauksen jälkeenkin säilyttää p-arvon < 0,05 (ks. Taulukko
1). Tämä on TMPRSS6-geenissä sijaitseva markkeri, jonka tiedetään olevan todennäköinen rintasyö-
vän riskitekijä (Hartikainen ym., 2006).
Taulukko 1. SPSS:n avulla lasketut assosiaatiot. d = yleinen alleeli, D =harvinainen alleeli. Luokkajako
mallia REC = dd ja Dd vs. DD, DOM = dd vs. DD ja Dd sekä rs73655 kohdalla HET = Dd vs. DD ja dd.
Taulukossa tapausten ja verrokkien lukumäärät kussakin luokassaan, Pearsonin ristiintaulukointiarvo,
Fisherin eksakti merkitsevyys, Monte Carlon merkitsevyys ja Odds Ratio eli riskitaso.
SNP luokkajako Pearson ?2 exact sig.
Monte Carlo
sig. OR
rs738977 DOM 0,002 1,00 1,00 1,006
rs738977 REC 0,001 1,00 1,00 0,996
rs3827351 DOM 0,081 0,788 0,784 1,039
rs3827351 REC 0,375 0,614 0,617 0,856
rs3484 DOM 2,796 0,106 0,112 0,782
rs3484 REC 0,532 0,512 0,515 0,887
rs760517 DOM 0,764 0,420 0,421 0,889
rs760517 REC 0,003 1,00 1,00 1,013
rs738148 DOM 0,113 0,739 0,738 0,956
rs738148 REC 1,466 0,257 0,261 1,359
rs7285064 DOM 0,486 0,524 0,523 0,897
rs7285064 REC 0,172 0,783 0,786 0,793
rs25095 DOM 0,523 0,492 0,499 0,895
rs25095 REC 1,186 0,289 0,279 1,194
rs733655 DOM 3,577 0,062 0,060 1,288
rs733655 REC 0,490 0,534 0,530 1,190
rs733655 HET 5,403 0,024 0,024 0,727
rs228941 DOM 1,180 0,287 0,288 1,156
rs228941 REC 0,134 0,805 0,808 1,095
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7.2 Beagle
Beaglella laskettaessa SNP:t rs382735, rs 25095 sekä rs733655 saavat vielä kymmenen tuhannen
permutaation jälkeenkin p-arvon < 0,05. Merkitsevin testi on SNP:n rs3484:n alleelinen testi (d vs D).
Rs25095:n dominantti testi (dd vs Dd ja DD) saa myös erittäin alhaisen p-arvon. rs73655 -
ylidominantti testi (Dd vs. DD ja dd) saa myös merkitsevän arvon, tämä on ainut ylidominantti testaus
sarjassa, jossa p-arvo < 0,05. Tämä on ainoa testaus, jossa Beagle ja SPSS molemmat saavat arvon
p < 0,05, SPSS ei havaitse minkäänlaista assosiaatiota SNP:ssä rs3483 tai rs 25095. Verrattuna mui-
den ohjemistojen tuloksiin, Beagle havaitsee selvästi enemmän merkitsevyyttä suurimmassa osassa
geneettisiä markkereita (ks. Taulukko 2).
Taulukko 2. Beaglella suoritettujen testausten p-arvot. Sarake alleeli on tässä Beaglen automaattisesti
testauksiin valitsema markkerialleeli. Merkkien selitys: D = harvinainen alleeli, d = yleinen alleeli. Al-
leelinen testaus = ALLELIC, dominantti testaus= DOM, resessiivinen testaus = REC, ylidominanttites-
taus = HET.
SNP Alleeli ALLELIC REC DOM HET permutaatio
rs738977 C 0.1303 0.5707 0.1340 0.1827 0.9359
rs3827351 A 0.01961 0.3214 0.01853 0.06487 0.3382
rs3484 G 7.043e-06 0.002075 6.059e-05 0.3768 0.0003000
rs760517 T 0.2798 0.6604 0.2852 0.4039 0.9976
rs738148 A 0.3561 0.5436 0.1445 0.06663 0.9521
rs7285064 C 0.6670 1.000 0.5845 0.5746 1.000
rs25095 G 8.927e-05 0.03917 5.010e-05 0.05863 0.001400
rs733655 T 0.008078 0.8068 0.0007120 0.0002123 0.008399
rs228941 G 0.009193 0.4631 0.005293 0.01574 0.1209
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7.3 PLINK
Ainoa testaus, jossa PLINK havaitsee p-arvon < 0,05 on rs733655 dominantti testi. SPSS:n testauk-
sessa tämän testauksen p-arvo oli 0,060 Monte Carlo -korjauksen jälkeen, myös Beagle havaitsee
merkitsevyyden tämän testin osalta. PLINK havaitsee kuitenkin selkeästi vähemmän merkitsevyyttä
kuin Beagle muiden lokusten osalta (rs382735, rs 25095 , rs3484). Lähimpänä merkitsevyyttä on
PLINK:n testausten mukaan rs3484:n dominantti variaatio. (p= 0.066), Beaglella tämän testauksen p-
arvo on 6.059e-05, ero on siis huomattava (Taulukko 3).
Taulukko 3. PLINK:n testaukset. Laskettu Pearsonin ristiintaulukointi, vapausasteet sekä p-arvo. Ilmoi-
tettuna myös tutkimushenkilöiden absoluuttinen määrä (tapaukset ja verrokit erikseen) kussakin geno-
tyyppiryhmässä. Testauksien genotyyppijako löytyy työselostuksen osiosta 6.2.4
SNP Testityyppi tapaukset verrokit Pearson ?2 DF P
rs738977 GENO 15/118/308 12/101/269 0.05968 2 0.9706
rs738977 TREND 148/734 125/639 0.04998 1 0.8231
rs738977 ALLELIC 148/734 125/639 0.0519 1 0.8198
rs738977 DOM 133/308 113/269 0.03258 1 0.8568
rs738977 REC 15/426 12/370 0.04361 1 0.8346
rs3827351 GENO 36/173/232 31/145/206 0.1531 2 0.9263
rs3827351 TREND 245/637 207/557 0.09321 1 0.7601
rs3827351 ALLELIC 245/637 207/557 0.09602 1 0.7567
rs3827351 DOM 209/232 176/206 0.143 1 0.7053
rs3827351 REC 36/405 31/351 0.0006328 1 0.9799
rs3484 GENO 89/212/140 84/199/99 3.377 2 0.1848
rs3484 TREND 390/492 367/397 2.416 1 0.1201
rs3484 ALLELIC 390/492 367/397 2.404 1 0.121
rs3484 DOM 301/140 283/99 3.376 1 0.06615
rs3484 REC 89/352 84/298 0.4031 1 0.5255
rs760517 GENO 45/191/205 38/173/171 0.327 2 0.8492
rs760517 TREND 281/601 249/515 0.1019 1 0.7496
rs760517 ALLELIC 281/601 249/515 0.1005 1 0.7512
rs760517 DOM 236/205 211/171 0.2443 1 0.6211
rs760517 REC 45/396 38/344 0.01484 1 0.903
rs738148 GENO 28/177/236 33/149/200 1.566 2 0.4571
rs738148 TREND 233/649 215/549 0.6142 1 0.4332
rs738148 ALLELIC 233/649 215/549 0.6143 1 0.4332
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rs738148 DOM 205/236 182/200 0.1103 1 0.7398
rs738148 REC 28/413 33/349 1.564 1 0.2111
rs7285064 GENO 6/94/341 7/87/288 0.5868 2 0.7457
rs7285064 TREND 106/776 101/663 0.5379 1 0.4633
rs7285064 ALLELIC 106/776 101/663 0.5378 1 0.4634
rs7285064 DOM 100/341 94/288 0.4239 1 0.515
rs7285064 REC 6/435 7/375 0.2932 1 0.5882
rs25095 GENO 89/226/126 90/195/97 1.839 2 0.3986
rs25095 TREND 404/478 375/389 1.813 1 0.1782
rs25095 ALLELIC 404/478 375/389 1.765 1 0.1839
rs25095 DOM 315/126 285/97 1.047 1 0.3062
rs25095 REC 89/352 90/292 1.373 1 0.2413
rs733655 GENO 33/185/223 31/131/220 5.107 2 0.0778
rs733655 TREND 251/631 193/571 2.071 1 0.1502
rs733655 ALLELIC 251/631 193/571 2.123 1 0.1451
rs733655 DOM 218/223 162/220 4.064 1 0.0438
rs733655 REC 33/408 31/351 0.1141 1 0.7356
rs228941 GENO 37/191/213 28/151/203 1.945 2 0.3781
rs228941 TREND 265/617 207/557 1.771 1 0.1832
rs228941 ALLELIC 265/617 207/557 1.743 1 0.1867
rs228941 DOM 228/213 179/203 33604 1 0.1659
rs228941 REC 37/404 28/354 0.3163 1
0.5738
PLINK laskee Hardy-Weibnergin tasapainon erikseen tapauksille, verrokeille sekä koko tutkimuspopu-
laatiolle. Arvoissa nähdään jonkin verran heittelyä. Rs733655 verrokkiaineistossa HW-tasapainon arvo
on alle 0,1; terveitä heterotsygootteja on odotettua vähemmän (ks. Taulukko 4).
 Taulukko 4: Hardy-Weinbergin tasapaino PLINK:n laskemana. Jakaumassa nähdään tutkimushenki-
löiden määrällinen jakautuminen eri genotyyppeihin. Lyhenteissä ALL = tapaukset + verrokit, AFF =
tapaukset, UNAFF = verrokit
SNP Testi jakauma
Havaittujen hete-
rotsygoottejen
osuus
Odotettu hetero-
tsygoottejen osuus
Hardy-
Weinbergin
tasapaino
rs738977 ALL 27/219/577 0.2661 0.2767 0.2585
rs738977 AFF 15/118/308 0.2676 0.2793 0.3929
rs738977 UNAFF 12/101/269 0.2644 0.2737 0.4595
rs3827351 ALL 67/318/438 0.3864 0.3984 0.3824
39
rs3827351 AFF 36/173/232 0.3923 0.4012 0.6358
rs3827351 UNAFF 31/145/206 0.3796 0.3951 0.4385
rs3484 ALL 173/411/239 0.4994 0.4968 0.9441
rs3484 AFF 89/212/140 0.4807 0.4933 0.6293
rs3484 UNAFF 84/199/99 0.5209 0.4992 0.4142
rs760517 ALL 83/364/376 0.4423 0.4366 0.7498
rs760517 AFF 45/191/205 0.4331 0.4342 1
rs760517 UNAFF 38/173/171 0.4529 0.4394 0.6412
rs738148 ALL 61/326/436 0.3961 0.3962 1
rs738148 AFF 28/177/236 0.4014 0.3888 0.5419
rs738148 UNAFF 33/149/200 0.3901 0.4044 0.5266
rs7285064 ALL 13/181/629 0.2199 0.2199 1
rs7285064 AFF 6/94/341 0.2132 0.2115 1
rs7285064 UNAFF 7/87/288 0.2277 0.2294 0.8245
rs25095 ALL 179/421/223 0.5115 0.4986 0.4847
rs25095 AFF 89/226/126 0.5125 0.4965 0.5649
rs25095 UNAFF 90/195/97 0.5105 0.4998 0.7587
rs733655 ALL 64/316/443 0.384 0.394 0.4791
rs733655 AFF 33/185/223 0.4195 0.4072 0.5607
rs733655 UNAFF 31/131/220 0.3429 0.3776 0.07795
rs228941 ALL 65/342/416 0.4156 0.4091 0.7331
rs228941 AFF 37/191/213 0.4331 0.4204 0.5721
rs228941 UNAFF 28/151/203 0.3953 0.3951 1
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7.4 PLINK Beaglen arviomilla genotyyppitiedoilla
Merkitsevyyttä havaitaan suuressa osassa testauksia, testien p-arvot noudattavat pääpiirteittäin Beag-
len omia laskelmia. Eniten merkitsevyyttä havaitaan SNP:ssä rs3484. PLINK havaitsee siis huomatta-
vasti enemmän merkitsevyyttä, kun aineistona käytetään Beaglen arvioimia genotyyppitietoja (ks. Tau-
lukko 5).
Taulukko 5. PLINK:n testaukset kun Beagle on arvioinut genotyypit.
SNP Testityyppi tapaukset verrokit
Pearson
?2 DF P
rs738977 GENO 15/124/348 13/115/400 2.445 2 0.2946
rs738977 TREND 154/820 141/915 2.344 1 0.1257
rs738977 ALLELIC 154/820 141/915 2.466 1 0.1163
rs738977 DOM 139/348 128/400 2.416 1 0.1201
rs738977 REC 15/472 13/515 0.3606 1 0.5482
rs3827351 GENO 38/183/266 32/169/327 5.699 2 0.05787
rs3827351 TREND 259/715 233/823 5.356 1 0.02065
rs3827351 ALLELIC 259/715 233/823 5.655 1 0.01741
rs3827351 DOM 221/266 201/327 5.576 1 0.01821
rs3827351 REC 38/449 32/496 1.198 1 0.2738
rs3484 GENO 149/225/113 116/229/183 39648 2 7.214e-005
rs3484 TREND 523/451 461/595 18.52 1 1.685e-005
rs3484 ALLELIC 523/451 461/595 20.45 1 6.116e-006
rs3484 DOM 374/113 345/183 39707 1 6.028e-005
rs3484 REC 149/338 116/412 9.771 1 0.001773
rs760517 GENO 46/198/243 45/201/282 1.277 2 0.5282
rs760517 TREND 290/684 291/765 1.175 1 0.2784
rs760517 ALLELIC 290/684 291/765 1.219 1 0.2695
rs760517 DOM 244/243 246/282 1.251 1 0.2633
rs760517 REC 46/441 45/483 0.2644 1 0.6071
rs738148 GENO 32/189/266 40/175/313 3.592 2 0.1659
rs738148 TREND 253/721 255/801 0.8638 1 0.3527
rs738148 ALLELIC 253/721 255/801 0.902 1 0.3422
rs738148 DOM 221/266 215/313 2.245 1 0.134
rs738148 REC 32/455 40/488 0.3882 1 0.5333
rs7285064 GENO 6/96/385 7/96/425 0.3967 2 0.8201
rs7285064 TREND 108/866 110/946 0.2353 1 0.6276
rs7285064 ALLELIC 108/866 110/946 0.2384 1 0.6253
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rs7285064 DOM 102/385 103/425 0.3246 1 0.5689
rs7285064 REC 6/481 7/521 0.0176 1 0.8945
rs25095 GENO 131/240/116 112/228/188 17.22 2 0.0001825
rs25095 TREND 502/472 452/604 14.45 1 0.0001439
rs25095 ALLELIC 502/472 452/604 15.53 1 8.134e-005
rs25095 DOM 371/116 340/188 16.78 1 4.207e-005
rs25095 REC 131/356 112/416 39572 1 0.03389
rs733655 GENO 33/195/259 38/153/337 14 2 0.0009138
rs733655 TREND 261/713 229/827 6.795 1 0.009143
rs733655 ALLELIC 261/713 229/827 7.228 1 0.007177
rs733655 DOM 228/259 191/337 30987 1 0.0005802
rs733655 REC 33/454 38/490 0.06895 1 0.7929
rs228941 GENO 38/197/252 34/174/320 8.089 2 0.01752
rs228941 TREND 273/701 242/814 6.759 1 0.009329
rs228941 ALLELIC 273/701 242/814 6.993 1 0.008181
rs228941 DOM 235/252 208/320 8.087 1 0.004459
rs228941 REC 38/449 34/494 0.7146 1 0.3979
Hardy-Weinbergin tasapaino saa kautta aineiston huomattavasti pienempiä arvoja, kun genotyyppida-
tan puuttuvat tiedot on estimoitu Beaglella. PLINK havaitsi suurinta merkitsevyyttä Beaglen estimoimil-
la genotyyppitiedoilla lokuksessa rs3484. Tämän lokuksen tapausten ja verrokeiden HWE on
0.0008672 eli hyvin matala. PLINK laski tämän lokuksen HWE-arvoksi todellisilla genotyyppitiedoilla
0.9441 eli varsin lähellä yhtä. Beaglen estimaatio poikkeaa siis voimakkaasti todellisten genotyyppien
trendistä. Myös lokuksissa rs2509 sekä rs733655 HWE on huomattavan matala. Todellisilla genotyyp-
pitiedoilla rs2509 HWE on verrokkien osalta 0.7587, melko lähellä yhtä siis. Rs733655 antaa todellisil-
lakin genotyyppitiedoilla verrokkien osalta matalan HWE-arvon (0.07795). Tämä on siis ainoa HWE-
arvo Beaglen estimoimilla genotyyppitiedoilla, joka on samansuuntainen todellisen genotyyppidatan
analyysin kanssa. Tosin tässäkin HWE on huomattavasti pienempi Beaglen aineiston testauksella
(HWE = 0.00122) (ks. Taulukko 6).
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Taulukko 6. PLINK:n laskemat Hardy-Weinbergin tasapainot Beaglen arvioimilla genotyyppidatalla
SNP Testi jakauma
Havaittujen hete-
rotsygoottejen
osuus
Odotettu hetero-
tsygoottejen osuus
Hardy-
Weinbergin
tasapaino
rs738977 ALL 28/239/748 0.2355 0.2484 0.1002
rs738977 AFF 15/124/348 0.2546 0.2662 0.3105
rs738977 UNAFF 13/115/400 0.2178 0.2314 0.1861
rs3827351 ALL 70/352/593 0.3468 0.3672 0.08692
rs3827351 AFF 38/183/266 0.3758 0.3904 0.4168
rs3827351 UNAFF 32/169/327 0.3201 0.3439 0.1278
rs3484 ALL 265/454/296 0.4473 0.4995 0.0008672
rs3484 AFF 149/225/113 0.462 0.4973 0.1216
rs3484 UNAFF 116/229/183 0.4337 0.4919 0.007858
rs760517 ALL 91/399/525 0.3931 0.4086 0.22
rs760517 AFF 46/198/243 0.4066 0.4182 0.5177
rs760517 UNAFF 45/201/282 0.3807 0.3993 0.2773
rs738148 ALL 72/364/579 0.3586 0.3752 0.1556
rs738148 AFF 32/189/266 0.3881 0.3846 0.9064
rs738148 UNAFF 40/175/313 0.3314 0.3663 0.03215
rs7285064 ALL 13/192/810 0.1892 0.1917 0.6243
rs7285064 AFF 6/96/385 0.1971 0.1972 1
rs7285064 UNAFF 7/96/425 0.1818 0.1866 0.4879
rs25095 ALL 243/468/304 0.4611 0.4982 0.01967
rs25095 AFF 131/240/116 0.4928 0.4995 0.7856
rs25095 UNAFF 112/228/188 0.4318 0.4896 0.007582
rs733655 ALL 71/348/596 0.3429 0.3662 0.04831
rs733655 AFF 33/195/259 0.4004 0.3923 0.7291
rs733655 UNAFF 38/153/337 0.2898 0.3397 0.00122
rs228941 ALL 72/371/572 0.3655 0.3787 0.281
rs228941 AFF 38/197/252 0.4045 0.4035 1
rs228941 UNAFF 34/174/320 0.3295 0.3533 0.1384
7.5 SNPTEST
SNPTEST havaitsee merkitsevyyttä (p < 0,05) ainoastaan rs733655:n heterotsygootissa testauksessa
jonka tiedetään olevan todennäköinen rintasyövän riskitekijä (ks. Taulukko 7) (Hartikainen ym., 2006).
43
Taulukko 7. SNPTEST:n laskemat assosiaatiot. Lyhenteet ovat selitetty työosiossa 6.2.6
SNP
Odds
Ratio TREND DOM REC GENO HET
rs738977 1.01177 0.927994 0.968766 0.862303 0.985032 0.977834
rs3827351 1.04713 0.668825 0.723207 0.722677 0.908618 0.867912
rs3484 0.867094 0.13326 0.0945033 0.465598 0.243002 0.35364
rs760517 0.941505 0.551289 0.457082 0.944205 0.74776 0.481292
rs738148 0.922316 0.445537 0.736907 0.237738 0.497913 0.760827
rs7285064 0.9 0.465341 0.493711 0.678725 0.763161 0.562043
rs25095 0.900737 0.268044 0.469535 0.276098 0.511128 0.79274
rs733655 1.13662 0.234179 0.0585923 0.483907 0.0660901 0.0201046
rs228941 1.11096 0.312187 0.277426 0.714476 0.553912 0.366019
Samoin kuin PLINK:n HWE-analyyseissa, matalin HW-arvo on rs733655:n verrokeilla. HWE-arvot
yhtenevät muutenkin PLINK:n kanssa suurilta osin (ks. Taulukko 8).
Taulukko 8: SNPTEST:n laskema Hardy-Weinbergin tasapaino erikseen tapauksille ja verrokeille
SNP HWE, verrokit HWE, tapaukset
rs738977 0.598803 0.50084
rs3827351 0.712403 0.643666
rs3484 0.631332 0.572586
rs760517 0.662774 0.913661
rs738148 0.413831 0.721222
rs7285064 1 1
rs25095 0.768668 0.454136
rs733655 0.0454786 0.489905
rs228941 0.904341 0.737216
7.6 Haploview
Haploview ei havaitse alleelista testausta (D vs. d) käytettäessä merkitsevää assosiaatiota (ks. Tau-
lukko 9).
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Taulukko 9: Haploview’n yksittäisten markkereiden ristiintaulukointiarvot sekä laskettu p-arvo. Alleeli
on Haploview'n valitsema markkerialleeli, jonka osalta assosiaatota ja merkitsevyyttä testataan.
SNP Alleeli
Tapaus/verrokki
osuus Pearson ?2   p-arvo
rs738977 T 0.166 / 0.164 0.0080 0.9269
rs3827351 C 0.276 / 0.267 0.217 0.6411
rs3484 A 0.558 / 0.521 2.543 0.1108
rs760517 C 0.687 / 0.672 0.483 0.4871
rs738148 G 0.732 / 0.714 0.722 0.3954
rs7285064 C 0.883 / 0.871 0.533 0.4652
rs25095 A 0.536 / 0.510 1.192 0.275
rs733655 C 0.281 / 0.256 1.378 0.2405
rs228941 C 0.294 / 0.272 39753 0.2921
Haploview ei havainnut tilastollista merkitsevyyttä omaavia haplotyyppejä aineistosta (ks. Taulukko
10). Haploview laati myös graafisen esityksen kytkentäepätasapainosta (ks. Kuva 8).
Taulukko 10: Haplotyyppijoukkojen 1 ja 2 (katso haplotyyppiblockit osiosta 2.2.5) ristiintaulukointi- se-
kä p-arvot.
Haplotyyppi frekvenssi
Tapaus/verrokki frek-
venssi ?2 P -arvo
Block 1
AG 0.409 0.393 / 0.427 2.097 0.1476
AA 0.318 0.330 / 0.306 1.278 0.2582
CA 0.221 0.228 / 0.215 0.437 0.5085
CG 0.051 0.049 / 0.053 0.165 0.6849
Block 2
GT 0.411 0.402 / 0.420 0.607 0.4359
AT 0.320 0.317 / 0.323 0.078 0.7807
AC 0.203 0.218 / 0.188 2.573 0.1087
GC 0.066 0.063 / 0.069 0.286 0.593
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Kuva 8. Haploview'n esitys kytkentäepätasapainosta Blokkien 1 ja 2 välillä.
Haploview'n laskemat HWE-arvot aineistolle vastaavat läheisesti PLINK:n sekä
SNPTEST:n laskemia HWE-arvoja. Kuten SNPTEST:n ja PLINK:n todellisen geno-
tyyppidatan testauksissa, Beaglen estimoiman genotyyppidatan HWE-arvo poikkeaa
voimakkaasti myös Haploview'n arvoista. Haploview ilmoittaa HWE-tulokset koko
aineistolle, ei erikseen tapauksille ja verrokeille. Olisi ollut mielenkiintoista nähdä,
laskeeko myös Haploview rs733655 lokuksen verrokkipopulaatiolle matalan HWE-
arvon, kuten SNPTEST ja PLINK (ks. Taulukko 11).
Taulukko 11. Haploview'n laskemat HWE-arvot aineistolle.
SNP Alleelit
Heterotsygootit (havai-
tut)
Heterotsygootit
(odotetut) p-arvo
rs738977 C:T 0.268 0.276 0.4318
rs3827351 A:C 0.39 0.396 0.6994
rs3484 A:G 0.497 0.497 1.0
rs760517 C:T 0.44 0.435 0.8148
rs738148 G:A 0.397 0.4 0.8524
rs7285064 C:T 0.216 0.215 1.0
rs25095 A:G 0.513 0.499 0.448
rs733655 T:C 0.382 0.393 0.4539
rs228941 G:C 0.409 0.406 0.9193
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8. Pohdintaa
8.1 Merkitsevät tulokset ja niiden virhelähteet
8.1.1 SPSS
Kun tilastollisesti aidon merkitsevyyden rajana pidetään p < 0,05, SPSS:llä ainoa merkitsevä tulos
saatiin geenin TMPRSS6:ssa sijaitsevan SNP:n rs733655:n heterotsygootilla mallilla. Tämä malli to-
dettiin merkitseväksi jo aiemmassa tutkimuksessa. (Hartikainen ym., 2006) Tyypin I virheen todennä-
köisyys on tässä tapauksessa pieni; tutkimusaineisto on riittävän laaja ja verrokit on valittu mahdolli-
simman samankaltaisesta väestöstä tapausten kanssa.
8.1.2 Beagle
Kymmenentuhannen permutaatiolaskun jälkeen Beagle havaitsi kolmen SNP:n merkitsevän assosiaa-
tion rs3484-geenistä PVALB, rs25095, joka sijaitsee geenien välissä, sekä TMPRSS6-geenin
rs733655. Beagle oli ainoa testiohjelmistoista, joka havaitsi näin selkeän assosiaation SNP:stä rs3484
sekä rs25095. Tyypin I virheen todennäköisyys on erittäin suuri. Lisää viitettä tälle antaa myös, kun
Beaglen arvioimia genotyyppitetoja ajettiin PLINK:llä ja tutkittiin Hardy-Weinbergin tasapainoa:
rs3484:n aineistossa koko tutkimusaineiston tasapaino on pieni, rs25095 ja rs733655 erityisesti ver-
rokkien HWE-arvo on pieni, tätä voitanee pitää merkkinä Beaglen genotyyppiestimaation laadun heik-
koutena. Toisaalta rs733655:n HWE verrokkiväestölle on pelkästään PLINK:n avulla laskettuna pieni,
tämän havaitsi myös SNPTEST. Tässä tapauksessa kuitenkin pieni HWE-arvo on mitä ilmeisimmin
viite assosiaatiosta sairauteen, ei virhelähde.
8.1.3 PLINK
PLINK havaitsi dominantin testauksen SNP:stä rs733655 merkitseväksi. Tässä samassa testauksessa
SPSS ja SNPTEST eivät havainneet merkitsevää assosiaatiota, vaikka p-arvot olivatkin hyvin lähellä
0,05:tä. Miksi sitten PLINK havaitsi tämän merkitsevyyden  ja onko se todellinen? Selitys tähän löytyy,
kun tarkastellaan PLINK:n tapaa käsitellä genotyyppiaineistoa: Jos tutkimushenkilöltä puuttuu yhden-
kin genotyypin tiedot, ei PLINK sisällytä tätä tutkimushenkilöä lainkaan testauksiin. Koska käyttämäs-
säni aineistossa genotyypitietoja puuttui useilta tutkimushenkilöiltä yhdestä  kahdesta SNP:stä,  on
luultavaa, että PLINK on karsinut tutkimushenkilöitä suuren joukon testauksista. Eli siis assosiaatiota
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on havaittu sen jälkeen, kun useita tutkimushenkilöitä on tiputettu testauksesta. Tämä siis viittaisi vah-
vasti PLINK:n havaitseman assosiaation olevan enemmänkin tyypin I virhettä kuin todellista tilastollista
merkitsevyyttä. Aineiston Hardy-Weinbergin tasapainoarvot ovat pienemmät kuin esim. SNPTEST:n
tai Haploview’n vastaavat. Tämäkin selittynee PLINK:n karsintataipumuksella; tutkimusmateriaalin
laadun voi olettaakkin heikkenevän, kun tutkimushenkilöitä aletaan satunnaisesti karsia.
8.1.4 SNPTEST
SNPTEST:n ainoa merkitseväksi havaitsema assosiaatio oli rs733655:n heterotsygootti testausmalli.
Tämä testaus saa miltei identtisen p-arvon SPSS:n testauksen kanssa. Muutoin p-arvot ovat saman-
tasoisia SPSS:n ja PLINK:n testauksien kanssa. SNPTEST tarjoaa siis luotettavan testauspohjan,
jossa tyypin I virheen todennäköisyys ei ole kasvanut. Hardy-Weinbergin tasapaino on kautta aineis-
ton hieman lähempänä yhtä kuin PLINK:llä. Pienin HWE-arvo on  rs736655:n verrokkipopulaatiolta.
Taaskin tämä johtuu verrokkien odotettua alhaisemmasta heterotsygoottiosuudesta.
8.1.5 Haploview
Haploview’n sisällytin työhöni lähinnä sen haplotyyppiassosiaation takia, myös graafinen esitys kyt-
kentäepätasapainosta oli mieleniintoinen lisä (ks. kuvat 7 ja 8). Merkittäviä arvoja ei kahden valitun
haplotyyppiblokin osalta havaittu eikä yksittäisten alleelien testauksissa. Haploview'lla ei voinut suorit-
taa yksittäisen alleelin dominanttia, resessiivistä tai ylidominanttia testausta. Koska käyttämäni aineis-
ton SNP:t sijaitsevat fyysisesti kaukana toisistaan, ei todellisia haplotyyppejä aineistossani ollut. Graa-
fisesta esityksestä voidaan kuitenkin havaita, että mitä lähempänä SNP:t ovat fyysisesti toisiaan, sitä
enemmän niiden välillä esiintyy kytkentäepätasapainoa.
8.2 Ohjelmistojen soveltuvuus työssäni tekemään geneettiseen assosiaatiotutkimukseen
SPSS on luotettava ohjelmisto geneettiseen assosiaatiotutkimukseen. Sen rajoitteina on tosin sen
rajatut mahdollisuudet, esimerkiksi geneettisiä malleja luotaessa on luokat luotava ”käsin” erikseen
dominantille, heterotsygootille ja resessiiviselle testaukselle. SPSS on tosin helppokäyttöisyytensä
vuoksi käyttökelpoinen alusta esimerkiksi suurien geneettisten tietokantojen säilytykseen. Erityisen
hyödyllinen SPSS on, jos geneettisten tietojen lisäksi halutaan aineiston muistakin kliinisistä muuttujis-
ta pitää kirjaa (esim. syövän reseptoripositiivisuus, tutkittavien ikä). SPSS on testaamistani ohjelmis-
toista ainoa, jolla voidaan tutkia myös taudinkulkua ja prognoosia. Puhtaaseen geneettiseen assosiaa-
tiotutkimukseen se ei kuitenkaan ole testaamistani ohjelmistoista käyttökelpoisin.
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Beaglen virhealttius tässä työssä ei tarkoita, että ohjelmistolla ei olisi käyttöä: Beaglen uniikki tapa
arvioida genotyyppejä haplotyyppiryvästen avulla ei vain sovellu laajuudeltaan näin rajoitettuihin tutki-
muksiin. Julkaisuissa, jossa Beaglea oli käytetty, arvioitiin että Beaglen tarkkuus on luotettava, kun
SNP:tä on yli 100, ja erittäin luotettava, kun niitä on yli 1000. (Browning ja Browning, 2008) Tässä
työssä käytössäni oli 9. Myös omassa työssäni käytössä olleiden SNP:n etäisyys toisistaan on liian
suuri, varsinaisia haplotyyppejä näiden SNP:n välillä ei ole, joten haplotyyppiryväsestimaatio ei luon-
nollisestikkaan toimi luotettavalla tavalla. Jos tutkimuksessani SNP:tä olisi tältä 541:n kiloemäksen
alueelta ollut vaikkapa 200 ja useita genotyyppitietoja olisi ollut hukassa, olisi Beaglella luultavasti saa-
tu tarkka ja kattava estimaatio puuttuvista genotyyppitiedoista.
Haploview on myös erittäin käyttökelpoinen ohjelmisto, jos tutkimuksessa olisi enemmän SNP:tä käy-
tössä ja ne sijaitsisivat lähempänä toisiaan. Kun tutkitaan SNP:n puhdasta assosiaatiota ja voidaan
olettaa, ettei valittujen markkereiden välillä ole kytkentäepätasapainoa harvojen otosten tai markkerei-
den suuren välimatkan takia, eivät Beagle ja Haploview ole ainakaan ensisijaisia ohjelmistoja assosi-
aatiotutkimuksen tekemiseen.
PLINK:n tapa poistaa tutkimushenkilöitä puuttuvien genotyyppitietojen osalta, voi aineistossa, josta
puuttuu useiden yksittäisten SNP:n genotyyppitiedot johtuen vaikkapa siitä, ettei DNA eristys laborato-
riossa onnistu täysin sataprosenttisesti, voi johtaa tyypin I virheeseen erityisesti testauksien osalta,
jotka todellisuudessakin olisivat lähellä merkitsevyysrajaa. Näin juuri kävi omassa työssäni. Koska
PLINK ei sisällä heterotsygoottia testausmenetelmää, olisi myös ainoa todellinen, merkitsevä assosi-
aatio (rs733655 heterotsygootti testaus) jäänyt huomaamatta. Toisaalta PLINK tarjoaa runsaasti erilai-
sia tutkimusvaihtoehtoja ja kattavuudeltaan ohjelmisto on omaa luokkaansa. Testaamani mallin
PLINK:n käytöstä Beaglen arvioimilla genotyyppitiedoilla olisi parhaimmillaan voinut olla kattavin tut-
kimusmenetelmä, mutta tämä taas johti hyvin epäluotettaviin tuloksiin lähinnä Beaglen soveltumatto-
muuden takia.
SNPTEST:tä käyttäessä tutustuin GWASS-ohjelmistopakettiin vain pintapuolisesti. Sen muut ohjelmat
eivät kuitenkaan omaan työhöni sopineet. SNPTEST:llä sain tuloksia, jotka olivat yhteneviä SPSS:n
tulosten kanssa. Yhtään tyypin I virhettä ei havaittu. SNPTEST on soveltuva ja kattava ohjelmisto ge-
neettiseen testaukseen myös silloin, kun geneettisissä tiedoissa on satunnaisia puutteita.
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8.3 Geneettisen assosiaatiotutkimuksen luotettavuus
Ohjelmistoja geneettiseen assosiaatiotestaukseen on lukuisia. Omassa työssäni käytin viittä erilaista
ohjelmistoa  pyrkien saamaan satunnaisotoksen yleisesti käytetyistä ohjelmistoista.
Kun alkuoletus on, että käyttämässäni aineistossa on vain yksi todellinen merkitsevä matalan pene-
transsin geenimuutos, on mielenkiintoista huomata, että vain kaksi ohjelmistoista (SPSS ja SNPTEST)
tunnistivat tämän muutoksen oikein eivätkä havainneet virheellisiä merkitseviä arvoja muualta aineis-
tosta.
Tämä ei kuitenkaan johdu siitä, että kolme muuta ohjelmistoa olisivat laadultaan heikkoja tai virheelli-
siä. Todellinen syy tähän on käyttämäni tutkimusasetelma – vain muutama, fyysisesti kaukana toisis-
taan oleva SNP tietokannasta, jossa on osittaisia (kuitenkin vähäisiä) puutteita genotyyppitiedoissa.
Yhteenvetona voidaankin todeta, että geneettistä assosiaatiotutkimusta tehtäessä on erittäin tärkeää
perehtyä kunnolla eri ohjelmistojen toimintaperiaatteisiin ja käyttöaiheisiin ennen testausten suoritta-
mista. On pohdittava, sopivatko tietyn ohjelmiston toiminnot omaan tutkimukseen, ovatko sen tarjoa-
mat testausmallit riittävät ja onko ohjelmistossa erityisominaisuuksia (kuten PLINK:n tutkimushenkilö-
karsinta), jotka voisivat vaarantaa tutkimuksen eheyden. Omaa aineistoa on syytä tarkastella ja testat-
tavien geneettisten muuttujien määrä ja myös fyysinen sijainti toisiinsa nähden genomissa on tärkeä
tiedostaa – erityisesti, jos käytetään ns. erikoismenetelmiä, kuten haplotyyppiryväsestimaatioita. Yksi
keino verrata eri ohjelmistojen luotettavuutta on tehdä vertailua niiden antamien HWE-arvojen välillä.
Erityisesti, kun jokin testaus on merkitsevyyden rajoilla, tulisi pohtia, voiko todellisen, merkitsevän as-
sosiaation vahvistaa tai poissulkea jonkin toisen ohjelmiston avulla.
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